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1 EINLEITUNG 
Die Erforschung und der Einsatz von künstlichen Herzunterstützungssystemen ist 
von der experimentellen Anwendung in einigen Zentren bereits zur Routine 
übergegangen [1]. Dabei stellt die Entwicklung herzunterstützender Pumpsysteme 
neben dem künstlichen Herzersatz einen wichtigen Teil in der medizintechnischen 
Forschung und der Therapie der Herzinsuffizienz dar. Limitationen sind im 
Zusammenhang mit künstlichen Herzunterstützungssystemen vor allem auf die 
eingeschränkte Blutverträglichkeit im menschlichen Körper zurückzuführen. Als 
Ursache sind die Interaktion von Blut mit der Fremdoberfläche und die im System 
vorherrschenden Strömungseigenschaften anzusehen.  
Im flüssigen Organ Blut kommt es durch unphysiologische Bedingungen zu 
komplexen Schädigungs- oder Aktivierungsreaktionen, die auf Dauer innerhalb des 
menschlichen Körpers nur ungenügend kompensiert werden können. Somit kann es 
zu einer Aktivierung oder Traumatisierung verschiedener zellulärer Blutbestandteile 
und des plasmatischen Schutz- oder Immunsystems kommen. Thromboembolische 
Komplikationen mit Bildung von Blutgerinnseln im Bereich künstlicher Systeme 
können zu einer Beeinträchtigung ihrer Funktionsweise bis hin zum Systemversagen 
führen. Lebensgefährliche Verschlüsse mit daraus resultierender 
Blutmangelversorgung sind die Folge. Als Schädigungsursache überwiegt, abhängig 
von den blutdurchströmten Geräten, entweder der Strömungseinfluss oder der 
Fremdmaterialkontakt. Das Blut passiert in Blutpumpen den Strömungsbereich sehr 
schnell und erfährt so größtenteils hohe strömungsmechanische Belastungen.  Im 
Gegensatz dazu steht bei langer Verweildauer des Blutes innerhalb der Apparatur 
oder großer Kontaktfläche der Oberflächenkontakt im Vordergrund.  
Im Rahmen der Entwicklung und Bewertung künstlicher Herzunterstützungssysteme 
spielt neben der mechanischen und materialbedingten Belastung der thermische 
Einfluss auf das Blut durch Temperaturen über 37 °C eine Rolle. Dabei zeigt sich, 
dass Zelltod bei Körpertemperaturen über 42 °C, bei denen die Erythrozyten der 
Hämolyse in  vivo unterliegen, auftreten kann [2]. Allerdings bestehen keine 
signifikanten morphologischen Veränderungen der Erythrozyten bei diesen 
Temperaturen in vitro [2]. Auch der Temperatureinfluss auf die plasmatische 
Gerinnung wird in der Literatur beschrieben [3], [4], [5]. Im Allgemeinen zeigen die 
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Ergebnisse eine verlängerte oder gar nicht mehr ablaufende Koagulation nach 
hyperthermischen Einfluss (Temperaturen über 37 °C). Die Ursachen sind jedoch 
nicht hinreichend geklärt. Weiterführend wird die temperaturinduzierte Aktivierung 
oder Traumatisierung der Thrombozyten wissenschaftlich untersucht. Diese zeigt 
keine messbaren Veränderungen der Zellen und ihrer Funktion bei Temperaturen bis 
zu 42 °C [6], [7], [8]. 
Die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse stehen jedoch teilweise dem Problem 
der temperaturinduzierten Blutschädigung und Thrombusbildung an 
Fremdkörperoberflächen gegenüber. Dabei ist der Einfluss der Wärmedissipation 
von rotatorischen Blutpumpen in der Literatur nicht genauer beschrieben. Darüber 
hinaus scheint die Art der Wärmezufuhr in die Blutprobe einen Einfluss auf die 
Ergebnisse zu haben. Diese wird über die Wärmedissipation blutpumpenähnlicher 
Oberflächen ermöglicht und ist ebenfalls nicht in der Literatur erfasst.  
Im Rahmen dieser Arbeit wird ein Versuchsstand ermittelt, der die Auswirkungen der 
Wärmezufuhr über künstliche Oberflächen auf das Organ Blut untersucht. Mithilfe 
von zahlreichen Untersuchungen soll eine kritische Oberflächentemperatur ermittelt 
werden, ab der eine messbare Blutschädigung durch hypertherme Oberflächen 
hervorgerufen wird.         
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2 GRUNDLAGEN 
 
2.1 Blutpumpen  
Eine Vielzahl an Blutpumpen und künstlichen Herzunterstützungssystemen hat in 
den letzten Jahren Verwendung gefunden. Sie dienen der Aufrechterhaltung des 
Kreislaufs bei schwerer Herzinsuffizienz als Überbrückung der Zeit bis zur 
Herztransplantation [9]. Görler verweist weiterhin auf die Funktion der passageren 
Unterstützung bis zur Regeneration des Herzens sowie die Möglichkeit der 
Langzeitunterstützung als Alternative zur Herztransplantation. Ungefähr 70 % der 
Patienten, die mit einem Assist Device versorgt wurden, überleben bis zur 
Transplantation oder Explantation [1]. 
Herzunterstützende Pumpsysteme und totaler Herzersatz stellen einen wichtigen Teil 
medizintechnischer Forschung dar. Bei der Entwicklung von immer 
leistungsfähigeren Blutpumpen darf die Verträglichkeit für den menschlichen Körper 
nicht außer Acht gelassen werden. Eine wichtige Voraussetzung ist dabei die 
Hämokompatibilität der herzunterstützenden Systeme. Dies bedeutet, dass sie die 
Schädigung oder Aktivierung von Blutbestandteilen vermeiden. Blutkontakt mit 
körperfremden Oberflächen hat einen negativen Einfluss auf das Immunsystem, die 
Gerinnungskaskade und inflammatorische Reaktionen [10]. Die Traumatisierung von 
Blutzellen wird oft in Zusammenhang mit der Benutzung rotatorischer Blutpumpen 
gebracht. Dabei sollte die Hämolyse gemeinsam mit der Aktivierung und Umlagerung 
von Thrombozyten betrachtet werden. Möglicherweise kann die Bildung einer 
biokompatibleren Oberfläche die Notwendigkeit einer langjährigen Therapie mit 
Antikoagulantien verhindern [9]. 
 
2.2 Blut 
Blut ist für die Aufrechterhaltung des physiologischen Körperkreislaufes unerlässlich. 
Es übernimmt vielfältige Funktionen im menschlichen Körper, zu denen der 
Transport von Gasen und Nährstoffen,  Regulierung des Wärmehaushalts und die 
Abwehr von Erregern zählen. Darüber hinaus schützt das Gerinnungssystem vor 
Blutverlusten, wobei Thrombozyten und plasmatische Gerinnungsfaktoren 
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zusammenarbeiten. Blut ist eine Flüssigkeit, die sich aus dem Trägerfluid Plasma 
und den zellulären Bestandteilen zusammensetzt [11]. 
 
2.2.1 Plasma 
Das Blutplasma besteht zu etwa 90 % aus Wasser. Andere Bestandteile stellen 
Proteine und niedermolekulare Substanzen dar, wovon Albumin mit 60 % als 
Hauptvertreter zu nennen ist. Es trägt wesentlich zum kolloidosmotischen Druck des 
Plasmas bei, der das Ausmaß des Wasseraustausches zum Interstitium bestimmt 
[12]. Neben der Trägerfunktion für die Blutzellen erfüllt das Plasma Nähr-, Puffer- 
und Abwehraufgaben sowie mithilfe von Fibrinogen eine Schlüsselrolle in der 
Blutgerinnung. Es kommt bei der Aktivierung des Gerinnungssystems zur Bildung 
von Fibrinfäden. Sobald das Fibrinogen bei einer Gerinnung verbraucht ist, spricht 
man von Blutserum. Plasma nimmt etwa 55 % des Blutvolumens ein [13]. 
 
2.2.2 Zelluläre Bestandteile 
Der korpuskuläre Zellanteil, bestehend aus Erythrozyten, Leukozyten und Thrombo-
zyten, nimmt ungefähr 45 % ein. Diesen Volumenanteil bezeichnet man als 
Hämatokrit (Hkt) [14]. In Tabelle 2.1 sind die Blutbildparameter des Erwachsenen mit 
Normalwerten aufgeführt. 
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Tabelle 2.1: Blutbildparameter des Erwachsenen [12] 
 
Parameter Geschlecht Normalwerte Einheit 
Erythrozyten ♂ 
♀ 
4,2-5,5 
4,4-6,4 
1012/l 
Hämatokrit ♂ 
♀ 
0,37-0,47 
0,40-0,54 
vol 
Hämaglobin ♂ 
♀ 
120-160 
140-180 
g/l 
MCV  80-96 fl 
MCH  28-34 pg 
MHC  320-360 g/l 
Leukozyten  4-11 109/l 
Granulozyten  2,5-7,5 109/l 
Monozyten  0,2-0,8 109/l 
Lymphozyten  1,5-3,5 109/l 
Thrombozyten  150-400 109/l 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Erythrozyten 
Mit etwa 99 % stellt der Volumenanteil der Erythrozyten an den zellulären 
Bestandteilen den größten Anteil dar. Dementsprechend wird der Hämatokrit 
allgemein als Erythrozytenanteil im Blut bestimmt [12]. 
Bei den menschlichen Erythrozyten handelt es sich um kernlose, meist bikonkave 
Scheiben (Abb. 2.1), die im roten Knochenmark gebildet werden. Der mittlere 
Durchmesser beträgt 7,5 µm bei einer Dicke von etwa 2 µm, doch mithilfe ihrer 
starken Verformbarkeit ist selbst eine Passage durch enge Kapillaren möglich ( 
3 µm). Mit zunehmenden Zellalter nimmt die Deformität ab, bis beim gesunden 
Menschen nach etwa 120 Tagen die roten Blutkörperchen nicht mehr das 
Maschenwerk der Milz durchlaufen können. Es kommt zu deren Abbau. Im 
ausgereiften Erythrozyten befinden sich keine Zellorganellen, er wird lediglich durch 
eine flexible Membran umgeben. Diese besteht aus zwei Teilen: einer 
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Lipiddoppelschicht, die Glykophorin und andere Kanalproteine enthält, sowie einem, 
dem Zytosol zugewandten Membranskelett aus Spektrinmolekülen. Bei 
Traumatisierung oder Membranruptur der Erythrozyten kann es zum Austritt von 
Zellinhaltsstoffen kommen. Da diese, bezogen auf das Trockengewicht, zu 95 % aus 
dem eisenhaltigen Blutfarbstoff Hämoglobin besteht, gilt Hämoglobin als Indikator für 
die Blutschädigung [15]. 
Die Erythrozyten erfüllen mithilfe ihres Hämoglobins wichtige Funktionen beim O2- 
und CO2-Transport. Die Membranoberfläche der Erythrozyten besitzt sogenannte 
Blutgruppenantigene, die genetisch festgelegt sind und einen Teil der 
immunologischen Identität des Menschen darstellen (u.a. AB0-System) [16].  
Um die roten Blutkörperchen quantitativ zu bewerten, wird die Erythrozytenzahl, die 
Hämatokrit- und Hämoglobinkonzentration erfasst. Aus den gemessenen Werten 
lassen sich die Erythrozytenindizes 
berechnen, zu denen MCV (Mean Cellular 
Volume = Hämatokrit / (Erythrozytenzahl 
pro Blutvolumen)), MCH (Mean Cellular 
Hemoglobin = Hämoglobinkonzentration / 
(Erythrozytenzahl pro Blutvolumen)) und 
MCHC (Mean Cellular Hemoglobin 
Concentration = Hämoglobin-
konzentration / Hämatokrit)) zählen. [11]  
 
Leukozyten 
Zu der Gruppe der Leukozyten gehören funktionell und morphologisch 
unterschiedliche Zellarten. Man unterschiedet Lymphozyten, Granulozyten und 
Monozyten, die ihrerseits weiter differenziert werden. Ihnen gemeinsam ist die 
Funktion der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr. In den Körper 
eingedrungenes (z.B. Viren oder Bakterien) oder verändertes Material (z.B. entartete 
Zellen) wird von Leukozyten erkannt und entfernt. Dazu treten sie aktiv aus der 
Blutbahn aus. 
Die Leukozyten sind kernhaltige, hämoglobinfreie Zellen, deren Anzahl in 
Abhängigkeit von Tageszeit und Funktionszustand des Organismus schwankt. Im 
Vergleich zu anderen Zellelementen sind sie relativ groß und kommen in deutlich 
Abbildung 2.1: Morphologie der 
Erythrozyten [12] 
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geringerer Zahl vor [12]. Eine detaillierte Betrachtung unterbleibt hier, da die 
Leukozyten keinen Beitrag in der Gerinnungsaktivierung und der darauffolgenden 
Thrombusbildung leisten, die im Rahmen dieser Arbeit bei hyperthermen 
Oberflächen von Herzunterstützungssystemen ermittelt werden soll. 
 
Thrombozyten 
Die Thrombozyten sind wie die Erythrozyten kernlos und besitzen eine flache 
Scheibenform. Sie besitzen einen Durchmesser von ungefähr 1-3 µm bei einer Dicke 
von weniger als 1 µm [17]. Im Blut beträgt die Verweildauer der Thrombozyten etwa 
5-11 Tage, in denen sie wesentlich zur Blutstillung bei Gefäßverletzung beitragen 
(Hämostase). Dabei werden Membranbestandteile und Inhaltsstoffe unter 
Formänderung der Zelle ins Plasma abgegeben.  
Allgemein lässt sich die Morphologie der Thrombozyten in vier Bereiche einteilen. 
Außen bestehen sie aus einer Lipiddoppelschicht, in die zahlreiche Proteine, 
beispielsweise zur Interaktion der Hämostase, integriert sind. Darauf folgt eine Zone 
aus Strukturproteinen wie Aktin. Diese halten die Ruheform der Thrombozyten, eine 
typische Linsenform mit glatter Oberfläche und vereinzelten kraterförmigen 
Öffnungen des internen Kanalsystems, aufrecht. Es kommt nach Stimulierung zur 
Änderung der Zellgestalt (shape change) mit Bildung von langen Fortsätzen 
(Pseudopodien) zur Verzahnung der Thrombozyten untereinander. Der dritte Bereich 
beinhaltet die Organellen, in denen unter anderem die Speichergranula angesiedelt 
ist. Diese setzt bei Aktivierung Proteine für biologische Vorgänge wie Adhäsion oder 
Chemotaxis frei. Als vierte morphologische Zone ist das Membransystem aus 
Kanälen und Tubuli anzusehen. Hier werden  beispielsweise freie Calciumionen 
gespeichert, die eine zentrale Rolle beim Thrombozytenstoffwechsel spielen. [18] 
Im Rahmen einer Gefäßverletzung werden subendotheliale Bindegewebsfasern 
freigelegt, an denen sich zunächst nicht aktivierte Thrombozyten anheften. Die 
Adhäsion erfolgt mithilfe des von-Willebrand-Faktors von Seiten der Kollagenfasern 
und eines spezifischen Glykoproteinrezeptors (GP Ib/IX) auf der 
Thrombozytenmembran. Zusätzlich bilden Fibronektin und Laminin eine molekulare 
Brücke. Bei der Adhäsion kommt es zur Aktivierung und Formänderung mit 
anschließender Degranulation der Speicherstoffe (Fibrinogen, Fibronektin) und 
Bildung spezieller Stoffwechselprodukte (Thromboxan A2, Platelet Activating Factor). 
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Diese verstärken die Aktivierung der betroffene Zelle und locken andere Plättchen im 
Blutstrom zur Anlagerung an. Insgesamt sind hinreichende Ca2+-Konzentrationen 
und Fibrinogen aus dem Plasma sowie aus den aktivierten Thrombozyten zur 
Aggregation notwendig. Der gebildete Thrombozytenpfropf zum primären 
Wundverschluss wird auch als weißer Thrombus bezeichnet.  
Thrombozyten binden Fibrinogen mithilfe des Glykoproteinrezeptors GPIIb-IIIa. Dies 
ist allerdings nur im aktivierten Zustand möglich. Um das Ausmaß der Ausschüttung 
von Granulabestandteilen zu beurteilen, lassen sich spezifische Proteine im Plasma, 
hier Plättchenfaktor 4 (PF4), bestimmen. Da auch Scherbelastungen und 
Oberflächen körperfremder Werkstoffe thrombogene Wirkung haben können, kann 
man so Hinweise auf die Blutverträglichkeit erhalten. Die Formänderung beginnt mit 
anfänglich reversibler Bildung von Pseudopodien und reicht bis zur vollständigen, 
irreversiblen Ausbreitung auf der thrombogenen Oberfläche. Die Stabilität des 
weißen Thrombus ist relativ gering, sodass parallel dazu die sekundäre 
plasmabasierte Hämostase initiiert wird (Fibringerinnung). [15], [11] 
 
 
Abbildung 2.2: Thrombozyten [12] 
 
2.2.3 Temperatureinfluss 
Der Einfluss erhöhter Temperaturen auf das Blut und seine Bestandteile wurde von 
zahlreichen Autoren untersucht [19], [2], [7], [20], [21], [22], [23], [8], [24], [6], [25]. 
Dabei kommt es oft zu einer nachhaltigen Veränderung von Bluteigenschaften wie 
beispielsweise einer Änderung der Blutzusammensetzung.  
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Morphologische Veränderungen der Erythrozyten werden durch die Hämolyse 
beschrieben. Man unterscheidet die mechanische, chemische und thermische 
Hämolyse, die zu einer direkten oder indirekten Membranschädigung mit Austritt des 
Hämoglobins führen kann. Die Zellmembran verliert dabei ihre physiologische 
Funktionalität [26].  
Die Exposition der Erythrozyten zu Temperaturen über 37 °C führt zu einer 
verstärkten Hämolyse, die zeit- und temperaturabhängig ist [25], [27]. Ham et al. 
untersuchte humane Blutproben, die Temperaturen von 25 bis 70 °C ausgesetzt 
waren. Die Dauer wurde ebenfalls variiert. Dabei wurden die Blutproben auf 
morphologische Veränderungen der Erythrozyten wie Form-, Größen- oder 
Membranschädigung, Hämolysegrad, Hämatokrit, pH-Wert, mechanische und 
osmotische Instabilität untersucht. Veränderungen traten erst bei Temperaturen ab 
47 °C auf, diese hingen aber stark von der Einwirkdauer ab (Abb. 2.3). Von 51 bis 
65 °C waren auch bei sehr kurzer Einwirkdauer (< 2 Minuten) signifikante 
Unterschiede messbar. Besonders zahlreich traten spheroide Zellformen auf. [25] 
 
 
            
 
 
              
 
Auch Kitagawa zeigt, dass die Hämolyse, hier induziert durch Dilauroyllecithin, stark 
durch die Temperatur beeinflusst wird. So kam es zu einer Erhöhung der 
Abbildung 2.3: 
Temperatureinfluss 
auf die Morphologie 
der Erythrozyten. 
Oben links 
Erythrozyten bei 
37 °C, alle anderen 
Proben wurden bei 
48,6 °C erhitzt; oben 
rechts für 5 Minuten, 
unten links für 10 
Minuten und unten 
rechts für 30 Minuten 
[25] 
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Hämolyserate bei Temperaturen von 5 bis 10 °C sowie bei Werten über 40 °C [24]. 
Choi und Pai erforschten bei 72 Blutproben den Effekt hoher Temperaturen auf die 
Zellzahl, Erythrozytenindizes und Thrombozytenfunktion. Bei Exposition für 5 
Minuten bei 50 °C wurden signifikante Unterschiede im Hämatokrit, mittleren 
korpuskulären Erythrozytenvolumen (MCV) und Erythrozyten-Morphologie deutlich. 
Viele Zellfragmente und Mikrosphärozyten sind in der Wright-Giemsa-Färbung 
sichtbar. Nach Choi weisen Erythrozytenzahl, Hämoglobin (Hb) und mittleres 
korpuskuläres Hämoglobin (MCH) unter denselben Bedingungen keine Signifikanzen 
vor und nach thermischer Behandlung auf. Dabei stehen die Veränderungen der 
hämatologischen Parameter im engen Zusammenhang mit der Expositionszeit bei 
50 °C. Die Mittelwerte der Thrombozyten und eosinophilen Granulozyten der 
temperierten Gruppe waren signifikant höher im Elektronenzähler. Allerdings traten 
diese Unterschiede nicht in den Blutausstrichen auf, was darauf hindeutet, dass 
Mikrosphärozyten oder kleine Zellfragmente im Elektronenzähler fälschlicherweise 
für Thrombozyten gehalten wurden. [2] 
Ein weiterer Aspekt ist der Temperatureinfluss auf die Thrombozyten. Dabei zeigten 
White, Rao et al. und Maurer-Spurej et al., dass bis zu Temperaturen von 42 °C 
wenige oder kaum messbare Veränderungen der Thrombozytenmorphologie und 
Funktion auftreten [6], [7], [8].  
 
       
        
 
Abbildung 2.4: 
Temperatur-induzierte 
Aktivierung der 
Thrombozyten: 
Phasenkontrast (A-C) 
und 
Elektronenmikroskop 
(D-I). Diskoide 
Thrombozyten bei 
42 °C (A, D, G) und 
37 °C (B, E, H) sowie 
morphologische 
Veränderungen bei 
20 °C (C, F, I) [8]   
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Bei Inkubation der Thrombozyten für 90 Minuten bei 45 °C kam es jedoch zu einem 
Funktionsverlust. Zusätzlich traten morphologische Veränderungen auf, die 
Thrombozyten wurden von Scheiben zu Kugeln umgebaut, und verloren die 
Fähigkeit in Anwesenheit von Agonisten (u.a. Kollagen, ADP) zu agglutinieren. 
Allerdings blieb die Funktion der reduzierten GPIIb-IIIa-Rezeptoren intakt, sodass 
Fibrinogen gebunden werden konnte. Als primäres Ziel der thermischen Schädigung 
sehen Rao et al. die Zytoskelettproteine und Aktin [7]. Eine weitere Studie zeigt die 
verminderte Expression des Glykoprotein-Rezeptors GpIIb-IIIa bei hyperthermen 
Temperaturen. Dazu wurde thrombozytenreiches Plasma für 1 Stunde bei 
verschiedenen Temperaturen (37, 40, 42, 44 °C) erwärmt und im Anschluss mit 
monoklonalen Antikörpern gegen Glykoprotein GPIIb-IIIa sowie anderen 
Oberflächen-Proteinen inkubiert. Die Ergebnisse wurden mithilfe des 
Durchflusszytometers erfasst und zeigten eine signifikante Reduzierung der 
Antikörperbindung einhergehend mit einer funktionellen Thrombozyten-
Beeinträchtigung. Dabei scheint GPIIb-IIIa der hauptbeteiligte und hitzeanfälligste 
Rezeptor beim Hyperthermie-induzierten Funktionsverlust der Thrombozyten zu sein 
[19]. 
 
2.3 Blutgerinnung 
 
Eine arterielle oder venöse Gefäßverletzung führt zu einer Teilnahme verschiedener 
physiologischer Mechanismen, die den Blutverlust kontrollieren. Zunächst kommt es 
zu einer kurzfristigen Einschränkung der Blutung, während mittelfristig eine 
dauerhafte Blutstillung angestrebt wird. Die vollständige Heilung der Gefäßverletzung 
(Angiogenese) ist ein separater Prozess. Bei der Blutstillung (Hämostase) 
unterscheidet man zwischen der zellulären und plasmatischen Hämostase, zwei 
eigenständigen Abläufen, die aber voneinander abhängig und untereinander 
verknüpft sind. 
 
2.3.1 Zelluläre Hämostase 
Die zelluläre Hämostase beinhaltet die Adhäsion der Thrombozyten mithilfe des von-
Willebrand-Faktors an die freigelegten subendothelialen Bindegewebsfasern der 
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Gefäßwand. Dabei kommt es zur Aktivierung und Formänderung des Thrombozyten. 
Freigesetzte Speicherstoffe locken andere Blutplättchen an und führen zu deren 
Anlagerung. Der innerhalb von 3 Minuten gebildete Thrombozytenpfropf, auch als 
weißer Thrombus bezeichnet, dient dem primären Wundverschluss (vgl. Kapitel 
2.2.2).  
Darüber hinaus setzen die Thrombozyten vasoaktive Substanzen wie Serotonin frei, 
die zur Verengung des verletzten Blutgefäßes führen. Parallel dazu wird die 
sekundäre, plasmatische Gerinnung initiiert. Diese benötigt Kollagen, Elastin und 
andere zelluläre Bestandteile. [28] 
 
2.3.2 Plasmatische Hämostase 
Um den weißen Thrombozytenpfropf aus der primären Hämostase zu stabilisieren, 
bildet sich im Rahmen der plasmatischen Blutstillung in 6-9 Minuten ein sogenannter 
roter Abscheidungsthrombus. Dabei entsteht nach Durchlaufen der 
Gerinnungskaskade ein Maschenwerk aus mechanisch stabilem Fibrin, in das 
zahlreiche Erythrozyten und Leukozyten eingelagert sind.  
Vereinfacht lassen sich bei der sekundären Hämostase zwei Systeme der 
Gerinnungsaktivierung unterscheiden: das extrinsische und intrinsische System 
(Abb. 2.5). Beim intrinsischen System löst der im Blutplasma selbst befindliche 
Hageman-Faktor (Faktor XII) bei Kontakt mit nichtendothelialen Oberflächen den 
Beginn des plasmatischen Gerinnungssystems aus. Das extrinsische System wird 
durch Phospholipide und aktivierende Proteine aus verletzten Gewebszellen initiiert. 
Im Organismus wirken beide Systeme ergänzend.  
Die Gerinnungsfaktoren werden mithilfe römischer Ziffern bezeichnet. Bei ihnen 
handelt es sich zum Großteil um proteolytische Enzyme, die im Plasma in inaktiver 
Form vorliegen und sich erst bei Einleitung der Gerinnung gegenseitig aktivieren. 
[12], [29]  
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Abbildung 2.5: Darstellung der Blutgerinnung in vitro. Aktivierende Faktoren in rot 
dargestellt. TF = Tissue Factor, HMWK = High Molecular Weight Kininogen, PK = 
Präkallikrein, K = Kallikrein, PL = Phospholipidoberflächen. Thrombin aktiviert im Sinne einer 
positiven Rückkopplung vorgeschaltete Faktoren, besonders V und VIII (gestrichelte Pfeile). 
[17] 
 
 
Extrinsischer Weg 
Heutzutage gilt der extrinsische Weg als Hauptweg in der Initiierung der 
Blutgerinnung nach Gefäßverletzung und primärer Hämostase. Dabei aktiviert der 
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Gewebefaktor (Tissue Factor, TF, Faktor III), bei dem es sich um ein integrales 
Membranprotein handelt, den Faktor VII. In Anwesenheit von Ca2+-Ionen sowie 
Phospholipiden bilden TF und aktivierter Faktor VIIa einen Faktor-X-
Aktivatorkomplex (exogene Tenase), der Faktor X zu Faktor Xa aktiviert. Zusätzlich 
werden geringe Mengen an Faktor IXa durch Proteolyse gebildet. Somit ist der 
gemeinsame Weg der Blutgerinnung erreicht. Laborchemisch wird der exogene Weg 
(und der gemeinsame Weg) mit der Thromboplastinzeit-Bestimmung nach Quick 
ermittelt (vgl. Kapitel 3.3.2). [30], [17] 
 
Intrinsischer Weg 
Bei Kontakt von Faktor XII (Hageman-Faktor) mit nichtendothelialen, negativ 
geladenen Oberflächen wie Kollagen wird der Gerinnungsprozess in vivo initiiert. 
Dabei wird Faktor XII in Faktor XIIa konvertiert. Faktor XIIa stimuliert dann 
seinerseits proteolytisch Faktor XI (zu Faktor XIa) und dieser in Anwesenheit von 
Ca2+-Ionen Faktor IX (zu Faktor IXa). Aktivierter Faktor VIII bildet mit Faktor IXa, Ca2+ 
und aus der Membran aktivierter Thrombozyten freigesetzten Phospholipiden 
(Plättchenfaktor 3, PF3) auch einen Faktor-X-Aktivatorkomplex (endogene Tenase). 
Wiederum ist der gemeinsame Weg der Blutgerinnung erreicht. Die 
Gerinnungsaktivität des endogenen Weges (und des gemeinsamen Weges) wird 
mithilfe der partiellen Thromboplastinzeit (PTT) überprüft. [30], [17] 
 
Gemeinsamer Weg 
Der extrinsische und intrinsische Weg münden durch die Aktivierung des Faktors X in 
einen gemeinsamen Endweg ein. Faktor Xa konvertiert Faktor V in Faktor Va und 
bildet mit ihm in Anwesenheit von Kalzium und Phospholipiden einen Komplex 
(Prothrombinaktivator). Dieser wandelt den inaktiven Gerinnungsfaktor Prothrombin 
(Faktor II) zu Thrombin (Faktor IIa) um, was einen der letzten Schritte in der 
Gerinnungskaskade dartsellt. Roberts et al. beschreiben diesen Schritt als 
„Initiierungs- und Priming-Phase“ in dem zellbasierten Model der Blutgerinnung [31]. 
Thrombin verstärkt über die Aktivierung von Faktor XI, VIII und V seine eigene 
Bildung aus Prothrombin im Sinne einer positiven Rückkopplung. Darüber hinaus 
spaltet es aus dem langkettigen Fibrinogen (Faktor I) zwei Fibrinpeptide A und B ab, 
sodass zunächst noch lösliche Fibrinmonomere entstehen. Die Bildung faseriger 
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Strukturen wird erst durch das unlösliche Polymer Fibrin (Faktor Ia) möglich. Diese 
Polymerisation wird durch Strukturen der Umgebung gefördert.  
Thrombin aktiviert zusätzlich Faktor XIII, eine Transglutaminase, die durch kovalente 
Bindungen die Fibrinstrukturen verfestigt.  Somit spielt die Thrombinbildung einen 
entscheidenden Schritt in der Gerinnungskaskade. Subendotheliales Fibronektin an 
den Defekträndern verstärkt dessen Wirkung. Es kommt zur Bildung eines stabilen 
Maschenwerks aus vernetzten Fibrinfäden und eingelagerten Blutzellen, dem 
sogenannten gemischten oder roten Thrombus, der das eröffnete Blutgefäß 
verschließt [17]. Die Thrombozyten bzw. deren Lipide spielen durch die Bildung von 
Faktor Xa und Thrombin ebenfalls eine wichtige Rolle in der plasmatischen 
Koagulation. [32] 
Unter physiologischen Bedingungen sollte wenig oder keine intravasale 
Blutgerinnung auftreten. Dafür sorgen geringe Konzentrationen der aktivierten 
Gerinnungsfaktoren durch Dilution, die Anwesenheit von zahlreichen, natürlichen 
Inhibitoren der Blutgerinnung und der schnelle Abbau aktivierter Gerinnungsfaktoren 
in der Leber. [28]    
 
2.3.3 Temperatureinfluss 
Im Folgenden wird der thermische Einfluss auf die Blutgerinnung dargelegt. Der 
aktuelle Stand der Literatur zur primären Hämostase und Thrombozytenfunktion 
wurde bereits in Kapitel 2.2.3 besprochen. Dabei traten bis zu Temperaturen von 
42 °C wenige oder kaum messbare Veränderungen der Thrombozytenmorphologie 
und Funktion auf [6], [7], [8]. 
Der Erfolg der plasmatischen Gerinnung wird durch Messung der Gerinnungszeiten 
bestimmt. Dreher und Sutor untersuchten in vitro den Einfluss verschiedener 
Temperaturen zwischen 13 °C und 45 °C auf die plasmatische Blutgerinnung. Dazu 
wurden Messungen der Plasma-Rekalzifizierungszeit, partiellen Thromboplastinzeit 
(PTT) und Thromboplastinzeit nach Quick mit Citratplasmen gesunder Blutspender 
durchgeführt. Die Gerinnungszeiten aller drei Tests erreichten ein Minimum bei 40 °C 
während sie hingegen bei 45 °C verlängert waren. Letzteres ist auf eine irreversible 
Verminderung der Gerinnungsaktivität zurückzuführen [4].  
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Auch Addis kommt zu dem Ergebnis, dass es bei Temperaturen unter 36 °C und 
über 40 °C zu einer Verlängerung der Gerinnungszeiten kommt. Allerdings tritt der 
Effekt der Temperaturänderung stärker bei niedrigen Temperaturen in Erscheinung 
(Tabelle 2.2).  
Bei Temperaturen über 51,5 °C 
konnte kein regelmäßiger Blutfluss 
mehr induziert werden, die Größe 
oder Form der agglutinierten Körper 
blieb jedoch ähnlich. Weiterführend 
kommt Addis zu dem Ergebnis, dass 
die Hämostase beim selben 
Individuum zu verschiedenen 
Tageszeiten identisch bleibt. Somit 
sind die Versuche reproduzierbar. [3]  
Der Einfluss hyperthermer 
Temperaturen auf die 
Gerinnungsfaktoren wurde von Nasu 
et al. untersucht. Dabei zeigt sich, 
dass die intrinsischen 
Gerinnungsfaktoren (XII, XI und VIII) 
bei einer Temperatur von 47 °C mit 
gleichzeitig verlängerter PTT nicht 
beeinträchtigt wurden. So scheint 
Hyperthermie per se überwiegend 
die Konversion von Fibrinogen zu 
Fibrin zu beeinflussen. [33] 
Ein Inhibitor der Blutgerinnung stellt 
Antithrombin III dar. Es ist ein 
zirkulierender Protease-Inhibitor, der 
Thrombin und andere Serin-
proteasen hemmt. 
Tabelle 2.2: Gerinnungszeiten bei 
Temperaturen von 3,25 °C bis 51,5 °C [3] 
 
Temperatur (°C) 
Gerinnungszeit  
(Min. Sek.) 
3,25 63   20 
7,25 32   45 
10,25 21   30 
12,25 16   30 
14,5 12   58 
16,5 10   10 
18,5  7   34 
20,5  5   22 
24,0  5   00 
26,0  3   40 
28,0  2   05 
30,0  2   35 
32,0  2   15 
34,0  1   40 
36,0  1   25 
38,0  1   30 
40.5  1   30 
42,5  1   40 
44,5  2   25 
45,5  2   55 
46,3  3   30 
47,25  3   10 
48,25  3   30 
49,5  3   30 
51,5  5   15 
53,5 ? 
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Temperaturen über 60 °C führen zu einem Aktivitätsverlust von Antithrombin III, was 
durch Zugabe von stabilisierenden Substanzen wie Citrat größtenteils verhindert 
werden kann [34].  
 
2.4 Antikoagulation 
 
Das normale Gefäßendothel ist antithrombogen. Sowohl die Anheftung von 
Thrombozyten als auch die Aktivierung von kontaktsensiblen Gerinnungsfaktoren 
wird durch Glykoproteine unterdrückt [17]. In vitro hemmen Ca2+-Komplexbildner und 
Heparin die Blutgerinnung, während hingegen bei thrombosegefährdeten Patienten 
parenteral bzw. subkutan Heparine oder oral Kumarine zum Einsatz kommen [12].  
Als Antikoagulans für die Versuchsdurchführung wird Heparin verwendet. Dies 
entspricht bei künstlich blutführenden Geräten der Originalsituation in vivo, da 
Heparin ein Standardantikoagulans bei der Behandlung von Thrombosen und 
Embolien darstellt. [35] 
 
2.4.1 Wirkmechanismus 
Wie eben beschrieben kann Heparin in vitro und in vivo verwendet werden. Es 
handelt sich dabei um ein Gemisch aus sauren Glykosaminoglykane. Besonders 
reich an Heparin sind im menschlichen Körper Leber-, Lunge-, Herz- und 
Muskelgewebe sowie Mastzellen und basophile Granulozyten [12]. Die 
Heparinwirkung besteht in der Aktivierung von Antithrombin III (AT). Nach Eintritt in 
den Blutstrom bindet Heparin an zahlreiche Plasmaproteine, was zu einer 
Reduzierung der antikoagulierenden Wirkung bei niedrigen Konzentrationen führen 
kann. So lässt sich das laborchemische Phänomen der Heparin-Resistenz erklären 
[36].  
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Mittlerweile ist bekannt, dass Serin im 
aktiven Zentrum von Thrombin und 
anderen Gerinnungsfaktoren durch 
das reaktive Zentrum von Antithrombin 
III inhibiert wird. Heparin bindet 
kovalent an AT und führt somit 
verstärkt zu dessen  Konformations-
änderung im reaktiven Zentrum. 
Dadurch wird AT von einem 
langsamen in einen schnellen Inhibitor 
konvertiert. Im Anschluss daran 
dissoziiert Heparin vom dreifachen 
Komplex und kann wiederverwendet 
werden. [37] 
Nur etwa ein Drittel der verabreichten 
Dosis bindet an AT. Diese Fraktion ist 
für den Großteil des anti-
koagulierenden Effektes verantwortlich 
[38], [39]. Die verbleibenden zwei 
Drittel haben einen geringen Einfluss 
auf die Gerinnungsaktivität.  
Der Heparin-AT-Komplex inaktiviert zahlreiche Gerinnungsenzyme, einschließlich 
Thrombin (Faktor IIa) und Faktor Xa, IXa, XIa und XIIa. Von diesen sind Thrombin 
und Faktor Xa am stärksten für die Inhibition verantwortlich, wobei Thrombin etwa 
10-fach sensitiver als Faktor Xa ist. 
 
Abbildung 2.6: Inaktivierung der Gerinnungs-
enzyme (Clotting Enzyme) durch Heparin [35] 
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Abbildung 2.7: Der Heparin/ATIII-Komplex inaktiviert die Gerinnungsfaktoren XIIa, XIa, IXa, 
Xa und Thrombin (IIa). Dabei sind Thrombin und Faktor Xa am sensitivsten gegenüber 
Heparin/ATIII. [35] 
 
 
Darüber hinaus bindet Heparin an Blutplättchen, was je nach experimentellen 
Bedingungen die Aggregation induzieren oder inhibieren kann [40], [41]. 
Dabei hat hoch-molekulares Heparin mit geringer Affinität für AT einen größeren 
Einfluss auf die Thrombozyten als niedrig-molekulares Heparin mit hoher AT-Affinität 
[42]. Heparin fördert zusätzlich als Fibrinolyseaktivator die Auflösung von 
Blutgerinnseln. Als Gegenmittel bei Heparinüberdosierung wird das basische 
Protaminchlorid verwendet. Es bindet Heparin und inaktiviert es [12]. 
Der Zusammenhang zwischen der gerinnungshemmenden Wirkung und dem 
Temperatureinfluss wurde von Felfering et al. zwischen 33 °C und 41 °C untersucht. 
Hierbei zeigte sich, dass Hypo- und Hyperthermie beide die PTT-Zeit bei gleich 
bleibender Heparin-Konzentration in vitro verlängern. Die Antwort steigt dabei in 
Abhängigkeit zur Konzentration [5]. 
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3 MATERIAL & METHODEN 
Im folgenden Kapitel wird dargestellt, welchen Anforderungen der Versuchsaufbau 
genügen soll, wie die Versuchsdurchführung vorgenommen wurde und mithilfe 
welcher Auswertungsmethoden die Ergebnisse bearbeitet wurden. 
   
3.1 Versuchsaufbau 
 
Bei der vorliegenden Arbeit wird die Hämokompatibilität künstlicher Oberflächen, die 
in medizinischen Geräten wie Blutpumpen, Oxygenatoren und mechanischen 
Herzklappen in Kontakt mit Blut stehen, untersucht. Dazu wird ein Versuchsstand 
entwickelt. Ein definiertes Blutvolumen soll mit einer temperierbaren Oberfläche in 
Kontakt gebracht werden. Hierbei sollte der Einfluss der Temperaturmessung 
möglichst gering sein und nicht zu einer Zellschädigung führen. 
Die künstlichen Oberflächen, die in Kontakt mit Blut stehen, müssen den 
Bedingungen der werkstofflichen Hämokompatibilität genügen. Dabei gilt, dass 
hämokompatible Werkstoffe weder zur Blutkoagulation, Änderung der 
Plasmaproteine des Blutes, noch zu einer Verringerung der Elektrolytkonzentration 
führen dürfen [43]. Darüber hinaus sollte die Umgebungstemperatur bei 
Versuchsdurchführung im Bereich der natürlichen Körpertemperatur liegen und 
konstant sein. Um das Gerinnen des Blutes zu verhindern, muss ein Antikoagulans 
verwendet werden, das dieses auf ein vernachlässigbares Maß reduziert. 
 
Gesamtaufbau 
Zu den Hauptkomponenten des Versuchsaufbaus zählen Probenkörper, Halterung, 
Gefäße, Heizstäbe, Getriebe und Drehmotor. Dies wird in einer Plexiglaskammer mit 
zweiflügeliger Tür platziert. Die Versuchshalterung wird um etwa 360° geschwenkt 
(Bewegung um 180° in 9 Sekunden) und soll so die natürliche Sedimentation der 
Blutzellen in den Blutproben verhindern. Als Abdichtung der Probenkörper mit PEEK-
Gehäuse werden O-Ringe (COG GmbH & Co. KG, Pinneberg, Deutschland) 
verwendet. Am vorderen Ende des Versuchgefäßes befindet sich ein EPDM-Ring 
(Ethylen-Propylen-Dien Kautschuk; Durchmesser 3,1 mm) mit Deckglas. In dem 
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Deckglas sind zwei Luer-Lock-Anschlüsse angebracht, von denen einer bei 
Versuchsdurchführung zur Probenentnahme und der andere zum gleichzeitigen 
Entlüften gedacht ist. Der Zugang ist mit einem Luer-Lock-Stopfen abgedichtet. Das 
hintere Ende des Probengefäßes wird durch den Stopfen einer Perfusorspritze 
verschlossen. Dieser kann nach der Probenentnahme nach vorne geschoben 
werden und führt dazu, dass das Gefäß im vorderen Bereich stets mit Blut gefüllt ist. 
Die Versuchgefäße werden in ihrer Position arretiert. Sie bestehen aus PMMA 
(Polymethylmethacrylat) und können mit Blutproben von 25 ml gefüllt werden. Ein 
Heizgebläse (Halbleiter-Heizgebläse CR 027, Stego GmbH, Schwäbisch Hall, 
Deutschland) wird seitlich von der Versuchshalterung positioniert und mittels eines 
Elektronik-Thermostats (Universal Thermostat UT 200, Conrad Electronic, Hirschau, 
Deutschland) gesteuert. Am Thermostat wird die Funktion “Heizen” aktiviert und 
Temperaturwerte für das Ein- und Ausschalten des Heizlüfter eingestellt (37 °C und 
39 °C). So kann die Temperatur in der Kammer auf 38 °C +/- 1 °C genau gehalten 
werden. 
Im Anschluss an jede Versuchsdurchführung werden die Versuchsgefäße sterilisiert 
sowie die Hülsen in einem Pepsin-Zitronensäure-Gemisch gereinigt.  
 
 
Abbildung 3.1: Versuchsstand mit schwenkbarer Halterung und sechs Probengefäßen  
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Probenkörper 
Die Probenkörper setzen sich aus einem temperierbaren Metallzylinder und 
Kunststoff zusammen. Als Wärmequelle dient ein Heizstab. Die Temperatur wird 
mithilfe eines Temperatursensors während der Versuche erfasst.  
Zur Probenentnahme wird über einen Zugang an jedem Gefäß die Blutprobe 
entnommen. Bei der temperierbaren Pumpenhülse handelt es sich um eine Pumpe 
aus Titan (Ti6A14V) mit den Maßen 3,26 cm x 0,85 cm. In diese ist ein Kupferkern 
eingelassen, der für eine gleichmäßige Wärmeabgabe und -verteilung sorgt. Auf der 
Innenseite der Pumpenhülse ist ein Temperatursensor in einem Langloch des 
Kupferkerns platziert. Um die Wärmeleitung zwischen Kupferkern, Temperatursensor 
und Hülse zu gewährleisten, wird Wärmeleitpaste verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.2: Detailansicht der Pumpenhülse mit Kupferkern (Angaben in mm) 
 
Die Maße des in Keramik eingebetteten Sensors (Typ DA-085, Labfacility Ltd., 
Dinnington, United Kingdom) betragen 18 mm in der Länge und 1,5 mm im 
Durchmesser. Die Signalleitungen werden durch einen Leitungskanal geführt und 
mithilfe von Teflon isoliert. Zusätzlich wird der Übergang vom Temperatur-Sensor 
zum Leitungskabel mit Silikon (Elastosil, 625 AB) abgedichtet. Zur Temperierung der 
Hülsenoberfläche wird ein Heizstab (Miniaturlötkolben Minityp S, ERSA GmbH, 
Wertheim, Deutschland) in der Mitte des Kupferkerns eingebracht. Dieser besitzt 
eine Länge von 60 mm und einen Durchmesser von 2 mm. Als vorteilhaft ist bei der 
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geringen Größe insbesondere die benötigte Niederspannung von 12 V und die 
Leistung (maximal 6 W) zu bewerten. 
Die Pumpenhülse ist in einem PEEK-Gehäuse eingelassen, dass mittels vier kleiner 
Schrauben seitlich am Probengefäß fixiert wird. Zusätzlich sorgt eine Silikon-Schicht 
für die Dichtigkeit. 
 
 
Abbildung 3.3: Versuchsgefäß mit Darstellung der Pumpenhülse (Ti6A14V) 
 
Temperaturregelung 
Die Blutproben werden in den Gefäßen durch die Temperierung der Oberflächen für 
den Versuchszeitraum aufgeheizt. Somit wird die Leistung, die für die Temperierung 
benötigt wird, über die Dauer des Versuches geringer. 
Sechs Temperaturregler (Typ GTR 200, Gräff, Troisdorf, Deutschland) sind 
zusammen mit sechs Leistungsverstärkern zu einer Regeleinheit zusammengesetzt. 
Diese kann bis zu sechs Probenkörper temperieren. Jeder Temperaturregler mit 
Leistungsverstärker besitzt zwei elektrische Anschlüsse; einen Cinch-Stecker für die 
Speisung der Wärmequelle sowie einen Anschluss für den Temperatursensor. 
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Eine serielle Schnittstelle, die in der Regeleinheit integriert ist, ermöglicht die 
Aufzeichnung der Einstellung und Messwerte. Dabei wird die Ist-Temperatur und die 
Heizleistung mithilfe einer DAQ-Software (LabView 7.1.1, National Instruments, USA) 
aufgezeichnet. 
Vor der Versuchsdurchführung wurde immer das Verhalten der Messstrecke vom 
Sensor zum entsprechenden Regler mit einer Kalibriereinheit für 
Temperatursensoren überprüft. Zu der Kalibriereinheit zählen ein temperierbares 
Wasserbad und ein Quecksilberthermometer (E 0,1/0/50 DIN 12775, Precision). Die 
in den Probenkörper integrierten Sensoren wurden auf zwei Temperaturen (35 °C 
und 48 °C) erwärmt und nach Erreichen eines statischen Zustandes mit der Anzeige 
des Präzisions-Quecksilberthermometers verglichen. 
Die Kalibrierung kann über eine 2-Punkt-Korrektur oder über eine Off-Set-Korrektur 
erfolgen. In der vorliegenden Versuchsreihe wurde die 2-Punkt-Korrektur verwendet, 
da diese innerhalb des festgelegten Temperaturbereichs (zwischen 35 °C und 48 °C) 
die Temperaturen zuverlässig und stabil misst. 
 
3.2 Versuchsdurchführung 
 
3.2.1 Probandenkollektiv 
Im Rahmen der Versuche standen 23 gesunde, männliche Probanden im Alter 
zwischen 18 und 30 Jahren zur Verfügung. Diese gaben an, Nichtraucher zu sein 
und keine Medikamente innerhalb der letzten 2 Wochen genommen zu haben.  
Im Vorfeld wurden die Probanden zum Versicherungsschutz, Risiken der 
Blutabnahme und Freiwilligkeit der Teilnahme durch den beaufsichtigenden Arzt 
aufgeklärt. Auch die Blutabnahme von 150 ml fand unter ärztlicher Aufsicht statt. Die 
Ethik-Kommission sah keine Bedenken in ethischer oder berufsrechtlicher Sicht 
hinsichtlich des Forschungsvorhabens (internes Aktenzeichen: EK 028/09). 
 
3.2.2 Antikoagulation 
Die Hämostase muss während des Versuches zumindest für einen gewissen 
Zeitraum unterdrückt werden. Im Zusammenhang mit Humanblutversuchen eignet 
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sich Heparin (Heparin-Natrium, 25000 IE/5 ml, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) als 
Antikoagulans, da es auch im klinischen Alltag (z.B. perioperativ) Verwendung findet. 
Es verlängert sowohl die Partielle Thromboplastinzeit (PTT) als auch die 
Prothrombinzeit (PT, Quick). Darüber hinaus zeigt Heparin eine zeit- und 
temperaturabhängige Wirkungskurve [44]; der antikoagulierende Effekt nimmt über 
die Zeit ab. 
Im Rahmen der Versuchsreihe wählten wir auf Basis zweier Vorversuche 1 IE/ml (IE 
= Internationale Einheit) als Heparin-Konzentration. So ist während der Experimente 
die antikoagulierende Wirkung  gewährleistet und nach 15 Minuten Versuchsdauer 
die Blutentnahme aus dem Probengefäß möglich. 
 
3.2.3 Versuchsablauf 
Am Versuchstag wird der Proband unter standardisierten Bedingungen venös 
punktiert. Die Blutabnahme erfolgt über einen Butterfly in drei Perfusorspritzen 
(50 ml), in denen sich je 1,25 ml der angesetzten Heparin-NaCl-Lösung (0,2 ml 
Heparin in 25 ml NaCl) befinden. So ergibt sich die Konzentration von 1 IE Heparin 
pro ml Blut. Zusätzlich wird eine Citrat-Monovette zur Gerinnungsmessung, eine 
CTAD-Monovette (Citrat-Theophyllin-Adenosin-Dipyridamol) zur Bestimmung des 
Plättchenfaktors 4 (PF4) und 0,5 ml Blut mittels einer 1 ml Spritze direkt aus dem 
Butterfly entnommen. Bei diesen Werten handelt es sich um die Nullwerte des 
Probanden, die unbeeinflusst vom Heparin sind. Das Blut aller drei Perfusorspritzen 
wird in einen Retransfusionsbeutel (freelife GmbH, Aachen, Deutschland) umgefüllt 
(150 ml) und auf einer 
schwenkbaren Einrichtung 
gemischt, sodass ein 
einheitlicher Blutpool entsteht. 
Nach Umfüllen in die sechs 
Probengefäße (Volumen je 
25 ml), von denen fünf mit einer 
temperierbaren Hülse 
ausgestattet sind und eine als 
Vergleichsprobe ohne Hülse 
Abbildung 3.4: Probengefäße bei Versuchsdurchführung 
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mitläuft, werden die Proben für 2 Minuten geschwenkt. Die Probenentnahme von 
4,5 ml aus jedem Gefäß erfolgt mit einer 5 ml Spritze. 1 ml davon wird in ein 
Citratröhrchen gegeben. Diese werden 15 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert. Das 
Plasma der Probe wird in vier Eppendorf-Hütchen gefüllt und bis zur weiteren 
Analyse bei –18 °C gelagert. Folgende Blutwerte werden nach späterem Auftauen 
gemessen: PTT, Quick, Fibrinogen. 2,9 ml der Probenentnahme werden in eine 
CTAD-Monovette gefüllt, die für 10 Minuten auf Eis gelagert und anschließend für 30 
Minuten bei 2,5 g zentrifugiert wird. Das Plasma wird in je zwei spezielle Gefäße 
gefüllt und ebenfalls bis zur Messung bei –18 °C aufbewahrt. Die verbleibenden 
0,5 ml aus der Spritze werden direkt zur Bestimmung des Blutbildes in das 
Zellzahlgerät gegeben (vgl. Kapitel 3.3.1). Nach dem Entlüften der Probengefäße 
sowie dem erneuten Schwenken für 2 Minuten werden die Heizstäbe für 15 Minuten 
angestellt. Dabei wird in je einem Versuchsgefäß die Temperatur 37 °C, 39 °C, 
41 °C, 43 °C oder 45 °C erreicht. Das sechste Gefäß läuft ohne Hülse mit. 
Im Anschluss wird eine zweite Probenentnahme durchgeführt und die Hülsen 
entnommen. Von diesen werden zur Dokumentation Fotos gemacht und auch im 
digitalen Auflichtmikroskop bei 20- und 50-facher Vergrößerung fotografisch 
festgehalten. Nach Abschluss der Versuche werden die Pumpenhülsen in Formalin 
fixiert (vgl. Kapitel 3.3.4). 
Die Versuchsdauer, Bezeichnungen der Blutproben, verwendete Prüfmittel sowie 
Bemerkungen und Auffälligkeiten während des Versuches werden in einem 
Prüfprotokoll notiert. Im Anhang dieser Arbeit befindet sich eine Vorlage für das 
Prüfprotokoll. 
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Abbildung 3.5: Übersicht des Versuchsstandes 
 
3.3 Versuchsauswertung 
 
Um den Einfluss von Hyperthermie auf Humanblut zu untersuchen, werden vor und 
nach der Versuchsdurchführung Blutproben entnommen. Diese werden auf 
Blutparameter wie Blutbild, Blutgerinnung und Plättchenfaktor 4 bestimmt sowie 
histologisch anhand zweier Färbungen ausgewertet. Im Folgenden wird eine 
Übersicht zu den angewendeten Untersuchungen und Methoden gegeben. 
 
3.3.1 Blutbild 
Das Blutbild setzt sich aus der Anzahl der Erythrozyten, Leukozyten und 
Thrombozyten pro Volumen zusammen. Diese Parameter können mithilfe von 
Zellzahlgeräten automatisiert erfasst werden. Bei Werten im Normalbereich wird den 
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Zellen eine gute Funktionalität unterstellt, während bei Veränderungen ein verstärkter 
Zellverbrauch in vivo vermutet wird. [15] 
Das verwendete Zellzählgerät (Celltac α MEK 6450, Nihon Kohden Europe GmbH, 
Bad Homburg, Deutschland) basiert auf dem Coulter-Prinzip. Die Messmethode 
beruht auf einer volumetrischen Impedanzänderung, die durch das suspendierte Blut 
in einer Elektrolytlösung verursacht wird. Zwischen zwei Elektroden, die ein ebenes 
elektronisches Feld aufbauen, befindet sich eine Kapillare. Durch diese werden die 
Zellen in geringer Konzentration befördert, wobei die Einzelzelle ein 
Elektrolytvolumen verdrängt und somit eine Feldstörung verursacht. Je nach 
Intensität entsteht ein elektrisches Signal, anhand dessen die Zellgröße den 
Zelltypen Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten zugeordnet werden kann [45]. 
Dabei stellt der korpuskuläre Zellanteil in Prozent den Hämatokrit der Blutprobe dar. 
Ebenfalls im Blutbild inbegriffen ist der Hämoglobingehalt des Blutes (vgl. Kap. 
2.2.2). Dieser wird mittels Spektrophotometrie gemessen, die auf dem Prinzip 
basiert, dass unterschiedliche Materialien verschiedene Wellenlängen absorbieren. 
Die Methode misst die optische Dichte der Probe, die proportional zum 
Hämoglobingehalt ist. [45] 
 
3.3.2 Blutgerinnung 
Häufig wird in der Literatur die Blutgerinnung im Zusammenhang mit Hyperthermie 
bzw. Scherbelastung betrachtet [4], [3], [5]. Um den Einfluss in dieser Versuchsreihe 
zu quantifizieren, werden die Blutproben auf die partielle Thromboplastinzeit (PTT), 
Prothrombinzeit (PT, Quick) und auf Fibrinogen untersucht. Dabei wird die partielle 
Thromboplastinzeit genutzt um die Gerinnungsdauer, initiiert durch den intrinsischen 
und gemeinsamen Weg der Gerinnungskaskade, zu messen. Der Quick-Wert stellt 
indes die Gerinnungszeit durch den extrinsischen und gemeinsamen Gerinnungsweg 
dar [17]. Die Menge an Fibrinogen (Faktor I) in einer Plasmaprobe wird durch die 
Zugabe von Thrombin bestimmt. Aus der Gerinnungszeit des Gemisches lässt sich 
im Vergleich zu Standardwerten die Fibrinogenmenge der Plasmaprobe ableiten. [46] 
Die Messungen werden mithilfe des Koagulometers (MC 10 plus, MERLIN medical, 
Lemgo, Deutschland) durchgeführt. In speziellen Küvetten wird je eine Stahlkugel 
platziert, in deren Höhe sich ein Magnetsensor befindet. Augrund der Tatsache, dass 
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der Messblock leicht schräg angeordnet ist, bleiben die Kugeln bei Rotation der 
Schwerkraft zufolge am niedrigsten Punkt der Küvette. Nach Pipettierung der zu 
messenden Probe wird gegebenenfalls das erste Reagenz hinzugefügt sowie nach 
Ablauf der Inkubation und Addition des Start-Reagenz die Messung gestartet. 
Während der gesamten Messung dreht sich der Messblock mit einer bestimmten 
Geschwindigkeit (50 U/min) um die Längsachse. Bei Einsetzen der Gerinnung wird 
die Kugel durch das sich bildende Gerinnsel aus der Grundposition gezogen, was 
der Magnetsensor detektiert und somit zum Stoppen der Messung führt. [47] 
 
3.3.3 Plättchenfaktor 4 
Die Thrombozytenschädigung geht mit der Aktivierung dieser einher. Dabei kommt 
es zu einer Formänderung, bei der der Thrombozyt mit der Abgabe der in Granula 
gespeicherten Substanzen beginnt. Die Menge der Degranulation lässt sich durch 
den enzymimmunologischen Nachweis der freigesetzten plättchenspezifischen 
Proteine, hier Plättchenfaktor 4 (PF4), bestimmen (ELISA = Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay). 
Dazu werden bei der Blutentnahme die Proben direkt in die CTAD-Monovetten 
(Citrat-Theophyllin-Adenosin-Dipyridamol) gegeben. Diese enthalten ein 
Antikoagulansgemisch, welches während der Messung die weitere 
Thrombozytenaktivierung verhindert. Eine Mikrotitrierplatte mit 96 Probenkammern 
(Hydroflex Plattform, Tecan, Männedorf, Schweiz), die mit spezifischen Antikörpern  
gegen PF4 beschichtet ist, wird mit dem Blutplasma inkubiert. Hierbei handelt es sich 
um die 1. Immunreaktion. Bei der 2. Immunreaktion wird ein weiterer Antikörper 
gegen das Protein verwendet, der an eine Peroxidase gebunden ist. Je mehr PF4 in 
der Probe enthalten ist, desto mehr peroxidasemarkierter Antikörper wird gebunden. 
Die Enzymaktivität wird mittels einer Indikatorreaktion photometrisch bei 492 nm 
gemessen (Photometer Infinite M200, Tecan, Männedorf, Schweiz). Dabei stellen die 
Extinktion und die Proteinkonzentration einen linearen Zusammenhang dar. Die 
Bestimmung der Werte erfolgt über eine Eichkurve, die im Vorfeld für jedes Testkit 
anhand von Standardplasmen ermittelt wurde. Bei Werten außerhalb der Eichkurve 
erfolgt eine Probenverdünnung.  
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Der Referenzwert für Plättchenfaktor 4 liegt bei gesundem Spenderblut zwischen 1,0 
und 8,9 IU/ml. [15], [48] 
 
3.3.4 Gewichtsbestimmung 
Im Rahmen von sieben Versuchen werden im Anschluss an die Formalininkubation 
das Abtropfgewicht mithilfe einer elektronischen Waage (Sartorius Research, Typ 
R200 D, Sartorius AG, Göttingen, Deutschland) bestimmt und der Temperaturgruppe 
zugeordnet. 
 
3.3.5 FACS 
Thermische oder mechanische Traumatisierung kann zu einer Veränderung der 
Zellgröße und Zelloberfläche führen. Bei hohen Belastungen können verstärkt Zellen 
fragmentiert werden, sodass die Kategorisierung nach Zellgröße durch den 
Zellcounter mit zunehmender Blutschädigung ungenauer wird. Mithilfe der 
Durchflusszytometrie ist hingegen eine Identifizierung der Zellen anhand spezifischer 
Abbildung 3.7: Beispiel einer Eichkurve zur 
photometrischen Bestimmung der PF4-
Konzentration [15] 
Abbildung 3.6: ELISA-Sandwichassay zur 
enzymimmunologischen Bestimmung der 
PF4-Konzentration [15] 
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Oberflächenantigene und dessen Aktivierungszustand möglich. Somit lassen sich 
auch Zellteile einem bestimmten Zelltypus zuordnen. Dazu werden die zu 
untersuchenden Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochrome) gefärbt. Diese 
sind an Antikörper gekoppelt, die sich gegen bestimmte Antigene auf der 
Thrombozytenoberfläche richten und so die Zuordnung nach Zelltyp oder 
Aktivierungszustand ermöglichen (verwendete Antikörper CD42b-PE und CD45-
PerCP). Die präparierte Zellsuspension wird in einer Trägerflüssigkeit durch die 
Kapillare eines Zellsorters gepresst (Fluorescent activated Cell Sorter, FACS), wobei 
die Geometrie des Kapillarkanals und die Verdünnung dafür sorgen, dass die zu 
messende Zelle einzeln die Messzelle passieren. Ein Argonlaser (488 nm) regt im 
Fokus die einzelnen Partikel an. Photodetektoren erfassen Streulicht, Beugung und 
unterschiedliche Fluoreszenzantworten. Das Streulicht wird im 90°-Winkel erfasst 
(Side Scatter, SSC) und dient als Maß für die Zellgranularität. Anhand des 
Beugungsmusters in Achsrichtung zum einfallenden Laserstrahl (Forward Scatter, 
FSC) wird die Zellgröße bestimmt. Zusätzlich zeichnen Photomultiplier des 
verwendeten Gerätes (FACS-Calibur; Becton Dickinson Immunocytometry Systems, 
Heidelberg, Deutschland) mithilfe von Spiegeln und Filtern bis zu drei 
Fluoreszenzantworten gleichzeitig auf. Die Messung und Datenerfassung erfolgen 
rechnergesteuert. Zur Datenanalyse bzw. Auswertung wird die Software Cellquest 
3.0 eingesetzt.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 3.1: Verwendung spezifischer Thrombozytenmarkierungen mit 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern [15] 
 
Verwendung Antikörper Fluorochrom Fluoreszenzkanal 
Identifizierung als Thrombozyt 
(Bindung unabhängig von 
Aktivierung) 
Anti-CD42b Phycoerythrin 
(PE) 
FL2 
Leukozytenmarker Anti-CD45 Peridin-
Chlorophyll-
Protein (PerCP) 
FL1 
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3.3.6 Digitales Auflicht- und Lasermikroskop 
Die Pumpenhülsen werden immer nach der hyperthermischen Beeinflussung im 
digitalen Auflichtmikroskop (VHX-600K, Keyence GmbH, Neu Isenburg, 
Deutschland) fotografiert. Dazu stehen 20er und 50er Vergrößerungen zur 
Verfügung. 
Im Rahmen der letzten drei Versuche durchliefen die Ablagerungen der Hülsen nicht 
den üblichen Ablauf mit Paraffineinbettung, Färbung und histologischer Betrachtung, 
sondern wurden mittels der Formalininkubation und einer verkürzten Alkoholreihe für 
das konfokale Laser-Mikroskop (VK 9710, Violet Laser, Color 3D, Keyence GmbH, 
Neu Isenburg, Deutschland) vorbereitet. Mithilfe des Mikroskops ist es über den 
gesamten Bildbereich möglich, scharf gestellte Bilder zu erzeugen und Details bis zu 
einer 150er Objektivvergrößerung darzustellen. Eine fast vollständige Reduzierung 
von Streulicht sowie die Kontrastverbesserung sind durch das Prinzip der 
Lochblende möglich. [49] 
 
3.3.7 Paraffineinbettung 
Im Anschluss an die Versuche werden die Ablagerungen auf den Hülsen für 3 
Stunden in 10 %-igem Formalin inkubiert. Bei Formalin handelt es sich um eine 
gesättigte, wässrige Lösung von Formaldehyd, die einen Formaldehydgehalt von 
etwa 36 bis 40 % hat. Die verwendete Lösung ist auf ein Zehntel verdünnt 
(Formaldehygehalt 3,6 - 4,0 %). [50] Somit ist eine Fixierung der Ablagerungen 
sichergestellt. Nach Ablauf der Zeit werden die Proben in den 
Entwässerungsautomat (TP1020, Leica Microsystems, Nussloch GmbH, 
Deutschland) überführt, der innerhalb von 11 Stunden zur kompletten Entwässerung 
des Materials beiträgt. Bei 65 °C werden die Präparate in flüssiges Paraffin 
eingebettet (EG 1150H, Leica Microsystems, Nussloch GmbH, Deutschland) und 
nach kurzer Exposition bei –5 °C getrocknet. Die Lagerung der Paraffinblöcke erfolgt 
bis zum vollständigen Erhärten bei Raumtemperatur. Jeder Block wird im 
Schlittenmikrotom (slide 2003, pfm, Köln, Deutschland) mehrfach geschnitten und 
zur histologischen Beurteilung auf Objektträger (Thermo SCIENTIFIC, Menzel-
Gläser, Superfrost plus, Braunschweig, Deutschland) überführt. 
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3.3.8 Färbungen 
Die histologischen Schnitte werden zur Beurteilung je in Hämatoxylin Eosin (H.E.) 
und Ladewig gefärbt.  
H.E. stellt eine der Standardfärbungen dar. Nach Entparaffinierung der Schnitte 
mittels einer absteigenden Alkoholreihe, werden die Schnitte für 8 Minuten in Mayer’s 
Hämatoxylin gebläut. Um den Färbevorgang zu stoppen, werden die Präparate für 1 
Sekunde in 0,3 % HCl-Alkohol gegeben. Davor und danach wird jeweils mit 
Leitungswasser gespült. Die weitere Färbung erfolgt mittels Eosin für 3 Minuten. Im 
Anschluss folgen eine aufsteigende Alkoholreihe sowie das Eindecken der 
Objektträger mit Euparal. 
Bei der H.E.-Färbung heben sich basophile Zell- und Gewebestrukturen (z.B. das 
Chromatin der Zellkerne) blau ab. Für die Gegenfärbung der azidophilen 
Zellbestandteile (z.B. Zytoplasma) wird das Eosin genutzt. [16] 
Um histologische Schnitte hinsichtlich der Fibrinbildung zu untersuchen, eignet sich 
vor allem die Ladewig-Färbung [51]. Auch hier werden die Schnitte zunächst 
entparaffiniert, bevor eine 5 Minuten dauernde Kernfärbung (Weigert A + B) 
durchgeführt wird. Die Differenzierung erfolgt für 15 Sekunden mit 5 % 
Phosphowolframsäure, sodass sich der bindegewebige Anteil rot färbt. Nach Spülen 
mit Wasser und Aqua dest. werden die Schnitte mit der Ladewig-Lösung 
(Anilinsäurefuchsin-Orange) gegengefärbt. Wiederum schließen die aufsteigende 
Alkoholreihe und das Eindecken der Objektträger den Färbevorgang ab. 
Die Ladewig-Färbung stellt Fibrin leuchtend rot dar. Zellkerne sind dunkelblau bis 
schwarz, das Zytoplasma rot und Erythrozyten hellorange gefärbt [51]. Allerdings ist 
an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass das Färbeverhalten des Fibrins durch die 
von uns verwendete Färberezeptur von dem eben Beschriebenen abweicht. Je nach 
Stadium der Fibrinbildung stellt es sich in unseren Präparaten bläulich (beginnende 
Fibrinbildung) bis rot (fortgeschrittene Fibrinbildung) dar. 
Die von uns verwendeten Färberezepturen der H.E.- und der Ladewig-Färbung 
befinden sich im Anhang dieser Arbeit. 
 
3 Material & Methoden  34 
3.3.9 Histologische Auswertung 
Im Rahmen der histologischen Beurteilung der Versuchsergebnisse werden die 
Zellerhaltung, die Menge der Blutbestandteile und das Vorhandensein von Fibrin 
untersucht. Die Blutbestandteile lassen sich weiterführend in Erythrozyten, 
Lymphozyten und Granulozyten unterteilen, sodass insgesamt sechs Kriterien 
bestimmt werden. 
Die histologische Beurteilung geschieht mithilfe eines Lichtmikroskops (Polyvar, 
Reichert-Jung, Wien, Österreich), das die Schnitte bis zu einer 40er-Vergrößerung 
darstellt und so die semiquantitative Beurteilung ermöglicht.  
 
3.3.10 Statistik 
Die Ergebnisse werden mithilfe von SAS Version 9.1 ausgewertet. Mittels einer 
Varianzanalyse mit Messwiederholung (Test der festen Effekte) wird der Einfluss der 
Temperatur auf die zu untersuchenden Parameter überprüft. Dabei gelten p-Werte 
kleiner 0,05 als signifikant. Im Anschluss werden jeweils zwei Temperaturgruppen 
mit post-hoc Tests verglichen (Kleinste-Quadrate-Mittelwerte).  
Gegenstände der statistischen Auswertungen sind: 
 Vergleich der Startwerte der verschiedenen Probengefäße (mit Heparin = 1 IE/ml)  
 Vergleich der Endwerte der verschiedenen Probengefäße (mit Heparin = 1 IE/ml); 
Ausnahme Histologie (hier auch Heparin < 1 IE/ml) 
 Differenz der Start- und Endwerte zur Darstellung einer Zellzunahme oder -
abnahme 
 Vergleich der Differenz der Start- und Endwerte zwischen den verschiedenen 
Versuchsgefäßen 
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Tabelle 4.1: Blutparameter nach Versuchsdurchführung (Mittelwerte  Standardabweichung) 
 
Temperatur 37 °C 39 °C 41 °C 43 °C 45 °C 
Vergleichs-
probe 
Mittelwert 
 RBC [10^6/µl] 
4.39±0.35 4.40±0.35 4.39±0.35 4.44±0.38 4.41±0.35 4.42±0.36 
Mittelwert 
WBC [10^3/µl] 
4.69±0.88 4.63±0.84 4.55±0.88 4.72±0.93 4.49±0.89 4.66±0.95 
Mittelwert 
Thrombozyten 
[10^3/µl ] 
124.5±24.50 128.89±34.28 132.39±21.36 136.11±31.87 132.89±39.22 151.83±32.47 
 
4 ERGEBNISSE 
Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der durchgeführten Versuche zur 
Hämokompatibilitätsmessung künstlicher, temperierter Oberflächen dargestellt. Die 
Versuchsgefäße sind vereinfacht mit der jeweiligen Temperatur (37 °C, 39 °C, 41 °C, 
43 °C, 45 °C) oder Vergleichsprobe (VP) betitelt, auch wenn diese zum Zeitpunkt 
0 Minuten ohne Temperatureinfluss erfasst worden sind. Die 22 Versuche fanden in 
einem Zeitraum von drei Monaten statt und basierten auf mehreren Vorversuchen. 
Die Ergebnisse werden anhand ausgewählter Daten erläutert. Im Anhang sind 
sämtliche Messwerte und Kurven aufgeführt. 
 
4.1 Blutparameter 
 
Tabelle 4.1 gibt einen Überblick über die Mittelwerte und Standardabweichung der 
ausgewerteten Blutparameter nach 15 Minuten Versuchsdurchführung. Die Zahl der 
Erythrozyten (red blood cells = RBC), Leukozyten (white blood cells = WBC) und 
Thrombozyten wurde zählerisch erfasst. Hämoglobin und Hämatokrit wurden als 
weitere Komponenten des Blutbildes bestimmt. Die Funktion der Gerinnungskaskade 
wurde mithilfe der Prothrombinzeit (Quick), der partiellen Thromboplastinzeit (PTT) 
und des Fibrinogens gemessen. Zusätzlich wird der Plättchenfaktor 4 (PF4) als Maß 
für die Thrombozytenaktivierung betrachtet. 
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Mittelwert  
Hämoglobin [g/dl] 
12.98±1.06 13.07±1.04 13.15±1.03 13.16±1.08 13.13±1.07 13.17±1.05 
Mittelwert 
Hämatokrit [%] 
34.94±2.59 35.02±2.54 35.14±2.72 35.41±2.77 35.14±2.55 35.18±2.66 
Mittelwert 
Fibrinogen [g/l] 
2.02±0.23 2.02±0.18 2.04±0.24 2.05±0.25 2.02±0.39 2.08±0.21 
Mittelwert 
PTT [s] 
> 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 
Mittelwert 
Quick [s] 
51.31±12.21 50.29±13.75 51.38±12.08 48.62±14.63 49.34±14.62 49.78±14.28 
PF 4 
[IU/ml] 
832.54±607.46 842.39±772.23 847.48±645.72 697±360.38 735.56±340.94 368.59±216.84 
 
 
 
Eine Varianzanalyse mit Messwiederholung wird zur statistischen Auswertung 
temperaturabhängiger Unterschiede herangezogen. Anschließende post-hoc Tests 
vergleichen die Temperaturgruppen untereinander (vgl. Kapitel 3.3.10).  
   
4.1.1 Blutbild 
Zu den Komponenten des Blutbildes zählen die Anzahl der Erythrozyten, Leukozyten 
und Thrombozyten sowie der Hämatokrit- und Hämoglobinwert (vgl. Kapitel 3.3.1).  
 
Erythrozyten 
Beim Vergleich der Mittelwerte vor und nach Versuchsdurchführung kommt es bei 
allen getesteten Temperaturen (37 °C, 39 °C, 41 °C, 43 °C und 45 °C) sowie bei der 
Vergleichsgruppe zu einem Abfall der Erythrozytenzahl. Die Differenz der Start- und 
Endwerte ist bei 39 °C (p=0,0070; t-Wert 2,76), 41°C (p=0,0035; t-Wert 3,00) und 
43 °C (p=0,0004; t-Wert 3,71) signifikant. 
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Abbildung 4.1: Erythrozytenzahl zum Zeitpunkt 0 und 15 Minuten (mit Standardabweichung) 
 
 
Zwischen den einzelnen Temperaturgruppen ist nach Versuchsdurchführung kein 
signifikanter Unterschied der Erythrozytenzahl in der Varianzanalyse mit 
Messwiederholung nachweisbar (p=0,0813; F-Statistik 2,04)1. Auch die Differenz der 
Messwerte zum Zeitpunkt 0 und nach 15 Minuten gibt keinen Anhalt für Signifikanz 
zwischen den verschiedenen Temperaturen (p=0,6134; F-Statistik 0,72). 
 
Leukozyten 
Hier zeigt sich ebenfalls fast durchgehend ein Abfall der Zellen nach 15 Minuten, 
Ausnahme nur bei 37 °C. Alle ermittelten statistischen Ergebnisse (der Zellzahl zum 
Zeitpunkt 0, nach Versuchsdurchführung und die Differenz beider) zeigen keine 
Signifikanzen. Dabei ergibt sich nach Ablauf der Versuche ein p-Wert von 0,5643 (F-
Statistik 0,78). 
                                                 
1
 Sofern nicht anders beschrieben beträgt der Zähler-Freiheitsgrad 5 und der Nenner Freiheitsgrad 85 bei der 
Varianzanalyse. 
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Abbildung 4.2: Leukozyten zum Zeitpunkt 0 und 15 Minuten (mit Standardabweichung) 
 
 
Thrombozyten 
Die Thrombozyten nehmen über den Versuch deutlich an Zellzahl ab. Auffällig ist 
dabei, dass die temperierten Hülsen einen stärkeren Abfall der Mittelwerte aufweisen 
(zwischen 18,5 % und 23,96 %) als die Vergleichsprobe ohne Hülse (5,69 %).  Dies 
stellt sich bei statistischer Betrachtung aller temperierten Versuchsgefäße als 
signifikant  heraus.  
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Tabelle 4.2: Differenz der Start- und Endwerte der Thrombozyten 
 
Ergebnisse p-Wert 
Freiheits-
grad 
t-Wert 
37 °C <0,0001 85 4,41 
39 °C 0,0002 85 3,96 
41 °C 0,0003 85 3,77 
43 °C 0,0008 85 3,47 
45 °C 0,0005 85 3,61 
Vergleichsprobe 0,3061 85 1,03 
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Zusätzlich unterscheidet sich die Differenz der Start- und Endwerte innerhalb der 
Versuchsgefäße signifikant (p=0,0388; F-Statistik 2,47), das heißt zwischen 
mindestens zwei Temperaturen besteht ein signifikanter Unterschied. Anschließende 
post-hoc Tests zeigen, dass p-Werte unter 0,05 zwischen der Vergleichsprobe und 
37 °C (p=0,0023; t-Wert –3,14), 41 °C (p=0,0125; t-Wert –2,55), 43 °C (p=0,0256; t-
Wert –2,27) und 45 °C (p=0,0186; t-Wert –2,40) auftreten.  
 
 
Abbildung 4.3: Thrombozyten zum Zeitpunkt 0 und 15 Minuten (mit Standardabweichung) 
 
 
Ein temperaturabhängiger, statistischer Unterschied kann jedoch weder vor 
(p=0,7306; Zähler Freiheitsgrad 5, Nenner Freiheitsgrad 85, F-Statistik 0,56) noch 
nach Versuchsdurchführung (p=0,0705; F-Statistik 2,12) nachgewiesen werden.  
 
Hämoglobin 
Das Hämoglobin weist ähnlich wie die vorher beschriebenen Blutparameter einen 
Abfall der Werte über den Versuchszeitraum in den untersuchten Temperaturen und 
der Vergleichsprobe auf. Signifikanzen treten dabei bei 39 °C (p=0,0222; t-Wert 
2,33), 41 °C (p=0,0152; t-Wert 2,48) und 43 °C (p=0,0003; t-Wert 3,82) auf. Die 
größte Differenz zeigt sich zwischen Start- und Endwert bei 43 °C.  
Bei statistischer Prüfung der Hämoglobin-Werte nach 15 Minuten ist erstmals ein 
temperaturabhängiger, signifikanter Unterschied in der Varianzanalyse (p=0,0267; F-
Statistik 2,68) ersichtlich. Die weiterführende Betrachtung in den post hoc Tests 
verweist auf einen signifikanten Unterschied zwischen der Vergleichsprobe und 
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37 °C (p=0,0035; t-Wert 3,00) sowie zwischen 37 °C und 41 °C (p=0,0075; t-Wert –
2,74), 43 °C (p=0,0059; t-Wert –2,83) und 45 °C (p=0,0193; t-Wert –2,39).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ein ähnlicher Verlauf ist bei statistischer Auswertung der Startwerte 
nachzuvollziehen. Bereits hier zeigt sich ein statistischer Unterschied (p = 0,0208; F-
Statistik 2,82). Dieser besteht zwischen der Vergleichsprobe und 37 °C (p=0,0449; t-
Wert 2,04), zwischen 37 °C und 41 °C (p=0,0194; t-Wert –2,38) sowie 43 °C 
(p=0,0005; t-Wert –3,60), zwischen 39 °C und 43 °C (p=0,0495; t-Wert –1,99) und 
43 °C und 45 °C (p=0,0298; t-Wert 2,21). Die Differenz der Start- und Endwerte zeigt 
keine temperaturabhängige Signifikanz (p=0,4494; F-Statistik 0,96). 
 
 
Tabelle 4.3: Temperaturabhängige Unterschiede der Endwerte des Hämoglobins (mit p=0,0267 
in der Varianzanalyse) 
 
 37 °C 39 °C 41 °C 43 °C 45 °C 
Vergleichs-
probe 
37 °C 
 
 p=0,1612 
t-Wert –1,41 
p=0,0075 
t-Wert –2,74 
p=0,0059 
t-Wert –2,83 
p=0,0193 
t-Wert –2,39 
p=0,0035 
t-Wert 3,00 
39 °C   p=0,1887 
t-Wert –1,33 
p=0,1612 
t-Wert –1,41 
p=0,3340 
t-Wert -0,97 
p=0,1155 
t-Wert 1,59 
41 °C    p=0,9298 
t-Wert –0,09 
p=0,7247 
t-Wert 0,35 
p=0,7916 
t-Wert 0,27 
43 °C     p=0,6598 
t-Wert 0,44 
p=0,8602 
t-Wert 0,18 
45 °C      p=0,5380 
t-Wert 0,62 
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Abbildung 4.4: Hämoglobin zum Zeitpunkt 0 und 15 Minuten (mit Standardabweichung) 
 
 
Hämatokrit 
Auch der Hämatokrit fällt nach 15 Minuten in allen temperierten Versuchsgefäßen mit 
Ausnahme der 45 °C-Probe signifikant ab.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die weiteren statistischen Untersuchungen zur Ermittlung temperaturabhängiger 
Unterschiede erbringen keinen Hinweis für Signifikanz (Varianzanalyse nach 
Versuchsdurchführung: p=0,1219; F-Statistik 1,80). 
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Tabelle 4.4: Differenz der Start- und Endwerte beim Hämatokrit 
 
Ergebnisse p-Wert 
Freiheits-
grad 
t-Wert 
37 °C 0,0230 85 2,32 
39 °C 0,0059 85 2,82 
41 °C 0,0342 85 2,15 
43 °C 0,0010 85 3,40 
45 °C 0,0633 85 1,88 
Vergleichsprobe 0.0659 85 1,86 
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Abbildung 4.5: Hämatokrit zum Zeitpunkt 0 und 15 Minuten (mit Standardabweichung) 
 
4.1.2 Blutgerinnung 
Im Rahmen der Blutgerinnung wurde die partielle Thromboplastinzeit (PTT), 
Prothrombinzeit (PT, Quick) und Fibrinogen bestimmt. 
 
PTT 
Die partielle Thromboplastinzeit wurde stichprobenartig erfasst und erreichte jeweils 
eine Gerinnungszeit über 500 Sekunden. Deshalb wurde von einer weiteren 
Auswertung abgesehen.  
 
Quick 
Bei Betrachtung der Mittelwerte nach Versuchsdurchführung ergibt sich eine 
Spannbreite von 48,62  14,63 % (bei 43 °C) bis 51,38  12,08 % (bei 41 °C). Eine 
Trendentwicklung wie bei den Blutwerten kann allerdings nicht verzeichnet werden. 
Lediglich die 37 °C-Probe (p=0,0317; t-Wert –2,18) und 45 °C-Probe (p=0,0295; t-
Wert –2,21) weisen einen signifikante Zunahme des Quick-Wertes und somit eine 
Verkürzung der Thromboplastinzeit über den Zeitraum der Hyperthermie-Versuche 
auf. Die statistische Untersuchung der Temperaturunterschiede ergibt keinen Anhalt 
für Signifikanzen. Sowohl zum Zeitpunkt 0 als auch nach 15 Minuten ist p>0,05 
(Zeitpunkt 0: p=0,2395; F-Statistik 1,38; Zeitpunkt 15: p=0,3999; F-Statistik 1,04). 
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Abbildung 4.6: Quick-Wert zum Zeitpunkt 0 und 15 Minuten (mit Standardabweichung) 
 
 
Fibrinogen 
Die Mittelwerte des Fibrinogens zeigen ähnlich wie die Parameter des Blutbildes 
einen Abfall über die Versuchsdauer, eine Ausnahme bildet nur 45 °C. Bei der 41 °C-
Probe ist ein signifikanter Abfall nach 15 Minuten ersichtlich (p=0,0027; t-Wert 3,09). 
Weiterführend ist statistisch weder in den Start- (p=0,0690; F-Statistik 2,13) oder 
Endwerten (p=0,7704; F-Statistik 0,51), noch über deren Differenz (p=0,3902; F-
Statistik 1,06) eine signifikante, temperaturabhängige Veränderung nachweisbar. 
 
 
 
Abbildung 4.7: Fibrinogen zum Zeitpunkt 0 und 15 Minuten (mit Standardabweichung) 
 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 
60 
65 
70 
37 39 41 43 45 VP 
Q
u
ic
k
 (
%
) 
Temperatur (°C) 
Quick 
Quick 0 min 
Quick 15 min 
1 
1,5 
2 
2,5 
3 
37 39 41 43 45 VP 
F
ib
ri
n
o
g
e
n
 (
g
/l
) 
Temperatur(°C) 
Fib 
Fib 0 min 
Fib 15 min 
4 Ergebnisse  44 
4.1.3 Plättchenfaktor 4 
Der Plättchenfaktor 4 wird aus aktivierten Thrombozyten freigesetzt. Im Rahmen der 
Analyse zeigt sich ein deutlicher Anstieg des Plättchenfaktors nach 
Versuchdurchführung, der vor allem bei den temperierten Hülsen ausgeprägt ist. Die 
Vergleichsprobe steigt auch an, allerdings nur auf die Hälfte der Werte, die von den 
Probengefäßen mit Hülse erreicht werden. Hierbei ist zu berücksichtigen, dass zum 
Zeitpunkt 0 nur die Werte der 37 °C-Probe bei allen durchgeführten Versuchen 
mitgemessen wurden. Die anderen Temperaturen sowie die Vergleichsprobe 
entstammen aus einer Versuchsmessung und dienen somit nur als Anhaltspunkt bei 
der Interpretation der Werte.  
 
 
Abbildung 4.8: Plättchenfaktor 4 zum Zeitpunkt 0 und 15 Minuten (mit 
Standardabweichung) 
 
 
Die statistischen Ergebnisse sind in Tabelle 4.5 aufgeführt. Zum Zeitpunkt 0 Minuten 
ist kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgefäßen 
ersichtlich. Nach Temperierung der künstlichen Oberflächen für 15 Minuten kommt 
es zum Auftreten eines temperaturabhängigen, signifikanten Unterschiedes 
(p=0,0002). Anschließende post hoc Tests zeigen, dass dieser zwischen der 
Vergleichsprobe und allen fünf Temperaturen besteht . 
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Diese Tendenz setzt sich auch in der Differenz aus den Start- und Endwerten fort, 
wobei sich die Startwerte außer bei 37 °C aus nur einem Versuch zusammensetzen 
(s. o.). Dabei ist p=0,0002. Auch hier unterscheidet sich die Vergleichsprobe 
signifikant von den Temperaturen (37 °C: p=0,0051; t-Wert 2,88; 39 °C: p=<0,0001; 
Tabelle 4.5: Varianzanalyse Plättchenfaktor 4 
 
Ergebnisse p-Wert 
Zähler 
Freiheits-
grad 
Nenner 
Freiheits-
grad 
F-Statistik 
zum Zeitpunkt 0 
Minuten 
0,7025 5 1 0,74 
zum Zeitpunkt 15 
Minuten 
0,0002 5 80 5,52 
Differenz 0 – 15 
Minuten 
0,0002 5 85 5,55 
 
Tabelle 4.6: Temperaturabhängige Unterschiede der Endwerte des PF4 (mit p=0,0002 in der 
Varianzanalyse)  
 
 37 °C 39 °C 41 °C 43 °C 45 °C 
Vergleichs-
probe 
37 °C 
 
 
 
p=0,6424 
t-Wert –0,47 
p=0,8985 
t-Wert –0,13 
p=0,9995 
t-Wert 0,00 
p=0,6938 
t-Wert 0,40 
p=0,0002 
t-Wert –3,97 
39 °C  
 
 
 
p=0,7361 
t-Wert 0,34 
p=0,6420 
t-Wert 0,47 
p=0,3916 
t-Wert 0,86 
p=<0,0001 
t-Wert –4,44 
41 °C  
 
 
 
 
 
p=0,8980 
t-Wert 0,13 
p=0,6023 
t-Wert 0,52 
p=<0,0001 
t-Wert –4,10 
43 °C  
 
 
 
 
 
 
 
p=0,6942 
t-Wert 0,39 
p=0,0002 
t-Wert –3,97 
45 °C  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
p=0,0006 
t-Wert –3,58 
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t-Wert 4,50; 41 °C: p=<0,0001; t-Wert 4,17; 43 °C: p=0,0001; t-Wert 4,04; 45 °C: 
p=0,0005; t-Wert 3,64). 
 
4.2 Oberflächenablagerungen und Gewicht 
 
Die Oberflächenablagerungen auf den Pumpenhülsen wurden im Anschluss an die 
Versuche im digitalen Auflichtmikroskop bei 20- und 50-facher Objektivvergrößerung 
fotografiert. Sieben Versuche wurden zusätzlich in Formalin eingelegt und im 
Anschluss das Abtropfgewicht ermittelt.  
Im Digitalmikroskop zeigt sich abhängig von den individuellen Eigenschaften des 
Blutspenders ein variierendes Bild. Ausgeprägte Oberflächenablagerungen sind 
ebenso wie nahezu unveränderte Hülsen vorzufinden. In der Mehrzahl der Fälle lässt 
sich jedoch eine beträchtliche Ansammlung von Zell- und Gewebsfragmenten auf der 
Hülsenoberfläche nachweisen. Diese sind in der Regel schwächer bei 37 °C 
ausgebildet und scheinen bis etwa 41 °C an Masse zuzunehmen. Danach kommt es 
wieder zu einer Abnahme der Ablagerungen (vgl. Abb. 4.9).  
 
 
 
37 °C 39 °C 41 °C 43 °C 45 °C 
     
Abbildung 4.9: Oberflächenablagerungen auf den Hülsen nach Versuchsdurchführung 
(Versuch HT 14) 
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Abbildung 4.10: Darstellung aller ermittelter Gewichte + Mediane (n=7) 
 
 
Bei Betrachtung der Mediane der ermittelten Gewichte kann ähnlich wie bei den 
mikroskopischen Ergebnissen eine stetige Gewichtszunahme der Ablagerungen bis 
41 °C gezeigt werden; der Verlauf ist nahezu sinusoid (Abb. 4.11). Die große 
Spannbreite der einzelnen Versuche ist nicht nur auf den Temperatureinfluss 
zurückzuführen, sondern vor allem auf die individuellen Eigenschaften des 
Blutspenders (bspw. Anzahl der Thrombozyten). Dennoch zeigen die Mittelwerte bei 
einer Erhöhung von 37 °C auf 39 °C einen Gewichtsanstieg um etwa 35 %; bei 41 °C 
sogar bis zu 66 % verglichen zum Ausgangswert bei 37 °C. 
37 °C 39 °C 41 °C 43 °C 45 °C 
ht14 16,41 34,34 93,34 34,75 70,07 
ht15 25,28 24,38 27,86 19,89 25,04 
ht16 9,5 11,55 15,69 21,01 12,16 
ht17 45,33 60,79 38,94 60,92 48,56 
ht18 16,1 8,53 10,7 16,69 15,63 
ht19 19,33 48,97 32,09 69,64 45,33 
ht12 14,97 9,48 21,89 11,87 17,1 
Median 16,41 24,38 27,86 21,01 25,04 
0 
50 
100 
[m
g
] 
Gewicht aller Experimente 
ht14 ht15 
ht16 ht17 
ht18 ht19 
ht12 Median 
4 Ergebnisse  48 
 
Abbildung 4.11: Oberflächenablagerungen mit Einzeichnung der Mediane (blau) 
 
 
4.3 Auswertung im digitalen Lasermikroskop 
 
Die letzten drei Versuche durchliefen nicht den üblichen Ablauf mit 
Paraffineinbettung, Färbung und histologischer Auswertung, sondern wurden im 
digitalen Lasermikroskop bis zu einer 150er Objektivvergrößerung betrachtet. Unter 
Berücksichtigung der Tatsache, dass keine H.E.-Färbungen im Anschluss angefertigt 
werden konnten und somit eine eindeutige Zellzuordnung schwierig ist, zeigen sich 
zunächst Fibringeflechte. Diese bilden eine vernetzende Oberflächenstruktur. Darin 
eingelagert finden sich Thrombozyten mit Ausbildung von Pseudopodien, teilweise 
auch Thrombozyten-Clots. Entsprechend dem Zellanteil im peripheren Blutbild sind 
vermutlich überwiegend Erythrozyten, die anhand ihrer Scheibchenform und einer 
Größe von 7 µm zu identifizieren sind, erkennbar. Ansammlungen aus 
verschiedenen Zellen können nur oberflächlich beurteilt werden, somit sind 
Zellüberlagerungen möglich. 
Zwischen den untersuchten Temperaturen (37 °C – 45 °C) lässt sich innerhalb der 
drei Versuche kein temperaturabhängiger Unterschied nachweisen. Es zeigen sich 
stellenweise dickere Ablagerungen, insbesondere in der Hülsenmitte, allerdings 
treten diese Ergebnisse nicht einheitlich bei einer bestimmten Temperatur auf. 
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Abbildung 4.12: Hülsenoberfläche im digitalen Konfokalmikroskop (150er Objektiv) mit 
Darstellung von Erythrozyten und Thrombozyten. (Versuch HT 20, 41 °C) 
 
 
4.4 Histologie 
 
Im Rahmen der histologischen Auswertung wurden insgesamt 18 Versuche 
hinsichtlich Fibringehalt, Zellerhaltung, Zellzahl mit Aufteilung in Erythrozyten, 
Granulozyten und Lymphozyten in der H.E.- und Ladewig-Färbung untersucht. 
Davon fanden drei Versuche 
mit einer Heparin-
konzentration  1 IE/ml statt 
und können so nur bedingt 
ausgewertet werden. Sie 
finden in Kapitel 4.4.1 
gesonderte Betrachtung. 
Die Einteilung erfolgte von 
0 = keine Merkmalsausprä-
gung, bis 3 = viel Zell-
material bzw. sehr gute 
Zellerhaltung. 
Zwischenschritte wurden 
ebenfalls erfasst (vgl. 
Tabelle 4.7: Score zur Bewertung der 
histologischen Ergebnisse 
 
Einteilung Score Merkmalsausprägung 
0 0 keine  
0 - + 0,5 sehr wenig 
+ 1 wenig 
+ - ++ 1,5 gering bis mäßig 
++ 2 mäßig 
++ - +++ 2,5 mäßig bis viel 
+++ 3 viel 
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Tabelle 4.7). Abbildung 4.13 gibt einen graphischen Überblick über die untersuchten 
Mittelwerte.  
 
 
Abbildung 4.13: Ergebnisse Histologie (mit Standardabweichung) 
 
 
Die histologische Auswertung zeigt, dass wenig Fibrin gebildet worden ist. Nur in 
vereinzelten Versuchen (n = 2) ist eine mäßige Fibrinbildung ersichtlich (vgl. Tab. 
7.1). Der Blutzellgehalt variiert ebenso wie die einzelnen Zellgruppen in den 
Gewebeproben. Dabei überwiegt, entsprechend der Verteilung im physiologischen 
Blutbild, der Anteil der Erythrozyten. Auch die Zellerhaltung ist je nach Versuch 
unterschiedlich ausgeprägt. Allgemein lässt sich die Tendenz erkennen, dass es mit 
steigender Temperatur zu einer Score-Zunahme der untersuchten Parameter kommt. 
Die Zellzahl mit Aufteilung in Erythrozyten, Granulozyten und Lymphozyten sowie 
Fibrin scheinen temperaturabhängig zuzunehmen. Bezüglich der Zellerhaltung 
kommt es zu einer Verbesserung bei höheren Temperaturen.  
In Tabelle 4.14 ist jeweils ein Beispiel für die verschiedenen Untersuchungskriterien 
mit guter und schlechter Merkmalsausprägung dargestellt. Dabei wurde gute 
Zellerhaltung definiert als erhaltene Zellstruktur mit typischer Morphologie der 
Erythrozyten, Granulozyten und Lymphozyten. Fibrin stellt sich in der von uns 
verwendeten Ladewig-Färbung im fortgeschrittenen Stadium der Fibrinbildung rot dar 
(Abb. 4.14 b1). Mehr als 150 Zellen pro Blickfeld wurden als hohe Zellzahl eingestuft. 
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a1) Gute Zellerhaltung 
(Versuch HT 9, 45 °C, H.E.) 
a2) Schlechte Zellerhaltung 
(Versuch HT 10, 37 °C, H.E.) 
  
b1) Darstellung von Fibrin 
(Versuch HT 17, 39 °C, Ladewig) 
b2) Wenig Fibrin vorhanden 
(Versuch HT 5, 37 °C, Ladewig) 
  
c1) Hohe Zellzahl 
(Versuch HT 9, 45 °C, H.E.) 
c2) Geringe Zellzahl 
(Versuch HT 10, 37 °C, H.E.) 
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d1) Hoher Anteil an Erythrozyten (Versuch 
HT 11, 39 °C, H.E.) 
d2) Geringer Anteil an Erythrozyten 
(Versuch HT 9, 39 °C, H.E.) 
  
e1) Hoher Anteil an Granulozyten 
(Versuch HT 8, 41 °C, H.E.) 
e2) Geringer Anteil an Granulozyten 
(Versuch HT 9, 41 °C, H.E.) 
  
f1) Hoher Anteil an Lymphozyten 
(Versuch HT 11, 41 °C, H.E.) 
f2) Geringer Anteil an Lymphozyten 
(Versuch HT 13, 45 °C, H.E.) 
 
Abbildung 4.14: Gegenüberstellung der unterschiedlichen Merkmalsausprägung innerhalb 
der Auswertungskriterien 
4 Ergebnisse  53 
4.4.1 Statistische Auswertung: Heparin = 1 IE/ml 
Bei statistischer Betrachtung der Versuche mit einer Heparinkonzentration von 
1 IE/ml (n=15) kommt es bei keiner der fünf Kriterien zum Auftreten einer 
temperaturabhängigen Signifikanz. Die Granulozyten erreichen einen p-Wert von 
0,2598 (Zähler Freiheitsgrad 4, Nenner Freiheitsgrad 54, F-Statistik 1,36). Es lässt 
sich lediglich eine Tendenz erkennen; mit steigender Temperatur kommt es zu einer 
Zunahme bzw. Verbesserung der Untersuchungskriterien. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.2 Statistische Auswertung: Heparin  1 IE/ml 
Demgegenüber stehen die histologischen Ergebnisse aller Versuche (auch Heparin  
1 IE/ml, n=18). Hier zeigt sich ein signifikanter, temperaturabhängiger Unterschied 
bei den Granulozyten mit p=0,0268 (vgl. Tabelle 4.9). Dieser besteht zwischen 37 °C 
und 41 °C (p=0,0212; t-Wert –2,36) sowie zwischen 37 °C und 45 °C (p=0,0212; t-
Wert –2,36). Weiterführend weicht 39 °C von 41 °C (p=0,0156; t-Wert –2,48) und 
45 °C (p=0,0156; t-Wert –2,48) signifikant ab. Dabei enthalten die 41 °C- und 45 °C-
Präparate im Durchschnitt mehr Granulozyten. Fibrin, Zellerhaltung, Zellzahl, 
Tabelle 4.8: Varianzanalyse Histologie (Heparin = 1 IE/ml) 
 
Ergebnisse p-Wert 
Zähler 
Freiheits-
grad 
Nenner 
Freiheits-
grad 
F-Statistik 
Fibrin 0,4876 4 54 0,87 
Zellerhaltung 0,1143 4 54 1,96 
Zellzahl 0,1063 4 54 2,01 
Erythrozyten 0,0943 4 54 2,09 
Granulozyten 0,2598 4 54 1,36 
Lymphozyten 0,1478 4 54 1,77 
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Erythrozyten und Lymphozyten weisen keine signifikanten temperaturabhängigen 
Unterschiede auf.2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5 Korrelation des Gewichts mit Blutparametern 
 
Im Folgenden werden die sieben Versuche, bei denen eine Gewichtsbestimmung der 
Oberflächenablagerungen im Anschluss an die Versuche durchgeführt worden ist, 
mit den gemessenen Blutwerten korreliert. Dabei kann kein Zusammenhang 
zwischen dem Gewicht und den Leukozyten, Erythrozyten sowie dem Hämoglobin 
hergestellt werden. Auch die Korrelation mit den gemessenen Werten der 
Blutgerinnung stellt sich als schwierig dar. Allerdings scheint die Anzahl der 
Thrombozyten oft niedriger bei den Versuchsgefäßen mit einem höheren Anteil an 
Gewicht zu sein. Da es so zu einem Abfall gegenüber den Thrombozyten-Werten 
zum Zeitpunkt 0 kommt, ist ebenfalls mit der Gewichtszunahme eine erhöhte 
Thrombozyten-Differenz der Start- und Endwerte vergesellschaftet (Abb. 4.14).  
 
                                                 
2
 Bei den histologischen Ergebnissen aller Versuche unabhängig der Heparin-Konzentration gilt Zähler 
Freiheitsgrad 4 und Nenner Freiheitsgrad 65. 
Tabelle 4.9: Varianzanalyse Histologie (Heparin  1 IE/ml) 
 
Ergebnisse p-Wert 
Zähler 
Freiheits-
grad 
Nenner 
Freiheits-
grad 
F-Statistik 
Fibrin 0,1601 4 65 1,70 
Zellerhaltung 0,4341 4 65 0,96 
Zellzahl 0,0631 4 65 2,35 
Erythrozyten 0,0894 4 65 2,11 
Granulozyten 0,0268 4 65 2,94 
Lymphozyten 0,1625 4 65 1,69 
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Abbildung 4.15: Korrelation Gewicht mit Thrombozyen-Differenz der Start- und Endwerte 
(Versuch HT 17) 
 
 
Ein ähnliches Verhalten zeigt sich bei Korrelation des Gewichts mit dem 
Plättchenfaktor 4 (PF4). Die Gewichtszunahme der Oberflächenablagerungen 
scheint mit einer Erhöhung des PF4 einherzugehen.  
 
4.6 Ausblick FACS 
 
Ein Versuch wurde im Hinblick auf den Aktivierungszustand der Thrombozyten im 
Durchflusszytometer untersucht. Über FSC und SSC werden die einzelnen 
Zellpopulationen dargestellt, wodurch diese farblich markiert in den Messungen 
identifiziert werden können. Dabei sind Monozyten-Thrombozyten- oder 
Neutrophilen-Thrombozyten-Aggregate sensitive Marker für aktivierte Thrombozyten. 
Mithilfe der Leukozytenpopulationen wird ein Thrombozyten spezifischer Marker 
ausgewertet (z.B. CD41, CD42) [52]. In unserem Fall wurden zwei Antikörper 
(CD42b-PE, CD45-PerCP) verwendet. Im Rahmen der Analyse wurde der 
Thrombozytenmarker CD42b gegen FSC, SSC und CD45 (Leukozyten-Marker) 
aufgetragen. Hier ist bei den Versuchstemperaturen eine Zunahme der Monozyten- 
und Granulozyten-Thrombozyten-Aggregate im Vergleich zur Nullprobe bzw. 
Vergleichsprobe zu verzeichnen, eine temperaturabhängige Tendenz zeigt sich. 
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Dieser Unterschied besteht vor allem in der Zunahme der Granulozyten-
Thrombozyten-Aggregate in der CD42 / SSC-Darstellung bei 43 °C (Abb. 4.16). Zur 
weiteren Beurteilung sind Folgeversuche notwendig, um die beschriebenen 
temperaturbedingten Veränderungen zu verifizieren.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.16: Auftragung Forward Scatter (FSC) zu Side Scatter (SSC) bei der Nullprobe im 
FACS; mit Einzeichnung der Leukozyten-Populationen [51] 
 
Tabelle 4.10: Auftragung CD42b SSC in der Region Monozyten 
(Mono-Thr-Agg) / Granulozyten (PMN-Thr-Ag) [% der gemessenen 
Zellen] 
 
 Mono-Thr-Agg PMN-Thr-Ag 
Leerwert 7,35 9,93 
Nullprobe 5,9 7,89 
37 °C 5,72 15,38 
39 °C 6,61 13,05 
41 °C 5,29 12,31 
43 °C 7,15 18,1 
45 °C 5,72 13,17 
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Leerprobe: 
37 °C: 
39 °C: 
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Abbildung 4.17: Darstellung CD42b zu Side Scatter bei allen Temperaturen sowie der 
Vergleichsprobe, hier als Leerprobe bezeichnet. Bei allen Versuchsgefäßen zeigt sich eine 
Zunahme der Thrombozyten-Aggregate im Vergleich zur Leerprobe. [53]       
 
41 °C: 
43 °C: 
45 °C: 
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5 DISKUSSION 
In diesem Abschnitt werden die beschriebenen Ergebnisse hinsichtlich der Literatur 
und den daraus resultierenden Schlussfolgerungen bzw. Perspektiven diskutiert. 
Auch auf die Stärken und Schwächen des Versuchsaufbaus wird eingegangen. 
 
5.1 Einfluss hyperthermer Oberflächen 
 
Betrachtet werden hier die Ergebnisse der Blutschädigung infolge unphysiologisch 
hoher Temperaturen in vitro in der Reihenfolge Blutparameter (vgl. Kapitel 4.1), 
Oberflächenablagerungen und Gewicht, digitales Auflicht- und Konfokalmikroskop, 
histologische Auswertung sowie FACS als Ausblick.  
 
5.1.1 Blutparameter 
Zu den Komponenten der Blutparameter zählt das Blutbild, die Blutgerinnung und der 
Plättchenfaktor 4. 
 
Blutbild 
Leukozyten werden bei Kontakt mit hyperthermen Oberflächen im untersuchten 
Bereich (37 °C bis 45 °C) nicht beeinflusst. Quiroga et al. zeigten in ihren In-vivo-
Untersuchungen mit Leukozyten, dass die Zunahme der Leukozytenzahl im 
peripheren Blut durch hyperthermische Behandlung verhindert wird, die sich sonst 
während eines Bypasses mit Normothermie verdoppelt. Dieser Effekt war jedoch 
wieder nachweisbar, wenn nach hyperthermischem Einfluss eine physiologische 
Körpertemperatur von 36 °C bis 37 °C wiederhergestellt wurde [54]. Ein direkter 
Vergleich dieser Ergebnisse mit unseren In-vitro-Versuchen ist allerdings nur 
eingeschränkt möglich, da sich in vitro die Zellzahl nicht erhöhen kann. 
Es kommt bei den Erythrozyten zu einem signifikanten Abfall der Zellzahlen bei 
39 °C, 41 °C und 43 °C über die Versuchsdauer von 15 Minuten. Da der Hämatokrit 
hauptsächlich von der Konzentration der Erythrozyten abhängt, kommt es ebenfalls 
bei diesem zu einem signifikanten Abfall im Rahmen der Differenz der Start- und 
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Endwerte. Dies korreliert teilweise mit den Ergebnissen von Ham und Choi. Bei Ham 
traten morphologische Veränderungen wie Form-, Größen- oder 
Membranschädigung, Hämolysegrad, Hämatokritzunahme, mechanische und 
osmotische Instabilität erst bei Temperaturen über 47 °C auf, die stark von der 
Expositionszeit abhingen [25]. Die Erythrozytenzahl zeigt nach Choi im Gegensatz zu 
unseren Ergebnissen vor und nach thermischer Behandlung keinen signifikanten 
Unterschied [2].  
Die Thrombozytenzahlen im Rahmen unserer Hämokompatibilitätsmessung fallen 
über die Versuchsdauer von 15 Minuten bei der Differenz der Start- und Endwerte in 
allen temperierten Versuchsgefäßen signifikant ab. Ein „Verbrauch“ der Zellen wird 
beobachtet. Als Ursachen können in Betracht kommen: 
 Adhäsion an Bauteiloberflächen 
 Aggregatbildung 
 Mikropartikelbildung 
Temperaturunabhängig kommt es zu einer Verschiebung der Thrombozyten zur 
Hülsenoberfläche mit Bildung von Ablagerungen, im Blutbild ist ein Abfall der 
Thrombozytenzahl zu verzeichnen. Unterstützt wird dies von der Tatsache, dass es 
in der Vergleichsprobe ohne Pumpenhülse zu keinem signifikanten Abfall der 
Thrombozyten kommt. Ein Unterschied zwischen den verschiedenen 
Temperaturgruppen vor oder nach Versuchsdurchführung ist allerdings nicht 
nachweisbar.  
In der Literatur werden die Thrombozyten vor allem im Hinblick auf Funktionsverlust 
und Änderung der Morphologie im Zusammenhang mit Hyperthermie betrachtet. Rao 
et al. beschreiben morphologische Veränderungen nach Exposition bei 45 °C für 90 
Minuten, die zum Verlust der Scheibenform der Thrombozyten führt. Weiterführend 
kommt es zu einem Funktionsverlust [7]. Dabei scheint GP IIb-IIIa der hauptbeteiligte 
und hitzeanfälligste Rezeptor zu sein [19]. Darüber hinaus wird die 
Thrombozytenzahl als sehr empfindlicher Parameter beschrieben [15]. Diverse 
Prozessschritte wie Materialkontakt, Probennahme und –verarbeitung führen bereits 
vor Versuchsbeginn zu einer Senkung der Thrombozyten. In weiteren 
Untersuchungen stellten sich die Mittelwerte der Thrombozyten und eosinophilen 
Granulozyten nach 5 Minuten bei 50 °C als signifikant höher im Elektronenzähler dar 
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[2]. Allerdings waren diese Unterschiede nicht in den Blutausstrichen 
nachzuvollziehen, sodass vermutlich Mikrosphärozyten oder kleine Zellfragmente 
fälschlicherweise als Thrombozyten gezählt wurden [2].   
Hämoglobin zeigt in der ANOVA und den anschließenden post hoc Tests einen 
temperaturabhängigen, signifikanten Unterschied jeweils zwischen 37 °C und 41 °C, 
43 °C, 45 °C sowie der Vergleichsprobe. Allerdings sind diese Ergebnisse wenig 
aussagekräftig, da die Hämoglobin-Werte sehr nah beieinander liegen (Einzelwerte 
zwischen 10,8 und 15,6 g/dl; Mittelwerte zwischen 12,98 und 13,58 g/dl) und somit 
eine statistische Auswertung in Frage gestellt werden muss. Auffallend ist auch die 
Beobachtung, dass bereits bei den Startwerten zum Zeitpunkt 0 signifikante 
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgefäßen ohne jeglichen 
Temperatureinfluss bestehen. Dies kann auch auf die Probenentnahme 
zurückzuführen sein, die nicht zeitgleich aus allen Versuchsgefäßen durchgeführt 
wurde. Es wurde stets mit der 37 °C-Probe begonnen und aufsteigend bis zur 45 °C-
Probe fortgesetzt. Die Vergleichsprobe stellte das letzte Versuchgefäß in der Reihe 
dar. Über die gesamte Probenentnahme war die Versuchshalterung nach vorne 
unten gekippt, um die Aspiration möglichst zellschonend vorzunehmen. So lässt sich 
der Unterschied beim Hämoglobin zwischen 37 °C und den vier zuletzt 
entnommenen Probengefäßen in der zeitlichen Komponente und der lagebedingten 
Zellanreicherung erklären. 
 
Blutgerinnung            
Weitere Betrachtung fand in unserer Auswertung die Blutgerinnung. Sie wurde 
mittels der partiellen Thromboplastinzeit (PTT), Prothrombinzeit (PT, Quick) und 
Fibrinogen erfasst. Bei der verwendeten Heparinkonzentration von 1 IE/ml blieb das 
Blut in den Versuchsgefäßen flüssig und eine Probenentnahme im Anschluss an die 
Temperierung war möglich. Allerdings erzielte die PTT bei dieser Konzentration in 
allen Proben eine Gerinnungszeit über 500 Sekunden, sodass sie nur noch 
stichprobenhaft erfasst und bei der weiteren Auswertung nicht berücksichtigt wurde. 
Im Rahmen zweier Vorversuche wurde eine Heparinkonzentration von 0,4 IE/ml 
verwendet. Allerdings war im Anschluss an die Versuchsdurchführung eine 
Probenentnahme nicht mehr aus allen Versuchsgefäßen möglich, da es vermehrt zur 
Bildung eines Blutgerinnsels gekommen war. Flüssige Anteile des Blutes fehlten. Die 
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Ergebnisse der gemessenen Proben mit einer Heparinkonzentration von 0,4 IE/ml 
zeigen bei den untersuchten Temperaturen sowie der Vergleichsprobe eine 
Verkürzung der Gerinnungszeit nach hyperthermischer Exposition. Dies spricht für 
eine verstärkte Aktivierung des Gerinnungssystems durch hypertherme Einflüsse. 
Um aber genauere Aussagen treffen zu können, werden weitere Versuche und 
Untersuchungen notwendig. 
Die Quick- und Fibrinogenwerte zeigen keine einheitlichen Ergebnisse. Zwar fallen 
beim Fibrinogen fast durchgehend die Mittelwerte, allerdings ist dies nur bei der 
41 °C-Probe ein signifikanter Unterschied zum Ausgangswert. Auch beim Quick lässt 
sich ausschließlich ein signifikanter Anstieg der 37 °C- und 45 °C-Probe verzeichnen. 
Unterschiede innerhalb der Temperaturgruppen vor oder nach 
Versuchsdurchführung bzw. von deren Differenz sind jedoch bei beiden Parametern 
nicht nachzuweisen. Felfering beschreibt, dass Heparin dosisabhängig die PTT 
verlängert. Zusätzlich verstärken sowohl Hypo- (33 °C) als auch Hyperthermie 
(41 °C) die Aktivität des Heparins [5]. Heparin führt ebenfalls zu einer Verlängerung 
des Quicks [55], [56] und zeigt eine zeit- und temperaturabhängige Wirkungskurve 
[44]. Unseren Ergebnissen gegenüber stehen die von Dreher bzw. Addis. Beide 
fanden die kürzesten Gerinnungszeiten bei physiologischen Körpertemperaturen; es 
kommt zu einer Verlängerung der Hämostase bei Temperaturen unter 36 °C oder 
über 40 °C [3]. Des Weiteren weisen vor ihrer Untersuchung bei –20 °C gelagerte 
Plasmen im PTT- und Quick-Test kürzere Gerinnungszeiten auf als frisch 
untersuchte [4]. Dies kann auch einen Einfluss auf unsere Versuchsergebnisse 
haben, da die Gerinnungsmessung nicht direkt im Anschluss an die Versuche 
geschah, sondern erst nach Lagerung bei –20 °C. Weiterführend ist eventuell die 
Spannbreite der von uns verwendeten Temperaturen nicht ausreichend, sodass es 
zu keiner Tendenzentwicklung kommt. 
 
Plättchenfaktor 4 
Als letzter Blutparameter wird der Plättchenfaktor 4 (PF4) betrachtet. Hierbei handelt 
es sich um ein Chemokin, das von aktivierten Thrombozyten freigesetzt wird und die 
Koagulation fördert [57]. PF4 zeigt im Rahmen unserer Auswertung einen starken 
Anstieg über 15 Minuten Versuchsdauer, wobei die Startwerte aus nur einem 
Versuch entstammen (Ausnahme 37 °C) und somit nur eine bedingte Aussagekraft 
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besitzen. Dennoch sind stark erhöhte Werte nach Versuchsdurchführung 
nachweisbar (Referenzbereich 1,0 bis 8,9 IU/ml). In der statistischen Auswertung 
zeigt sich ein temperaturabhängiger Unterschied zwischen der Vergleichsprobe und 
allen untersuchten Temperaturen. Signifikante Abweichungen bestehen aber nicht 
innerhalb der Gruppe der temperierten Versuchsgefäße, was für eine rein 
temperaturinduzierte Thrombozytenaktivierung spricht. Die Höhe der Temperatur hat 
keinen ausschlaggebenden Einfluss. Allerdings ist an dieser Stelle wieder darauf 
hinzuweisen, dass ein wesentlicher Unterschied nicht nur in der Temperierung, 
sondern vor allem in der An- oder Abwesenheit einer Versuchshülse besteht. Die 
Vergleichsprobe lief ohne zusätzliche Pumpenhülse mit und wurde darüber hinaus 
nicht gesondert temperiert. So kann die Thrombozytenaktivierung und die damit 
zusammenhängende PF4-Ausschüttung auch auf den Fremdoberflächenkontakt und 
nicht auf den Temperatureinfluss allein zurückzuführen sein.  
Bereits wenige Minuten mit hyperthermischen Stress führen zu einer Granula-
Freisetzung der Thrombozyten in vivo [58]. Demgegenüber stehen die Erkenntnisse 
von Pasha, der in seinen Studien zeigt, dass -Thromboglobulin und PF4 als Produkt 
aktivierter Thrombozyten bei erhöhten Temperaturen und nach Aktivierung durch 
ADP in vitro signifikant abfallen. Dies korreliert mit der von ihm beschriebenen 
Thrombozyten-Dysfunktion nach hyperthermischen Einflüssen [19].  
Zusätzlich muss die Interaktion von PF4 und Heparin näher betrachtet werden, da 
Heparin eine hohe Affinität für PF4 hat [59]. Heparinisiertes Plasma enthält 
signifikant höhere PF4-Level als EDTA- oder Citrat-Plasmen [60]. Darüber hinaus 
können PF4 und -Thromboglobulin durch Wechselwirkung mit Heparin dessen 
antithrombotischen Effekt behindern. Beide Proteine stimulieren die Chemotaxis für 
Fibroblasten und Leukozyten. Freigesetzte Wachstumsfaktoren wirken in 
Anwesenheit eines Plättchenthrombus mitogen für Fibroblasten und beteiligen sich 
an proliferativen Prozessen der Koagulation. Eine erhöhte  Konzentration an PF4 
steht nicht immer für eine erhöhte Thrombozytenaktivierung. So werden auch 
kontinuierlich kleine Mengen an PF4 von Thrombozyten freigesetzt, die sich im 
Endothel anreichern. Bei Anwesenheit von Heparin kommt es zu einer verstärkten 
Freisetzung und folgenden erhöhten PF4-Plasmaspiegeln. Dies ist demnach nicht 
durch eine gesteigerte Thrombozytenaktivierung verursacht. Die letzte Überlegung 
kann bei unserer Versuchsdurchführung vernachlässigt werden, da die Versuche in 
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vitro stattfanden und kein Endothel zur Anreicherung des PF4 zur Verfügung stand. 
[18] 
 
5.1.2 Oberflächenablagerungen und Gewicht 
Bei Betrachtung der Oberflächenablagerungen mit Bestimmung dessen Gewichtes 
zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Es zeichnet sich lediglich ein 
temperaturabhängiger sinusoider Verlauf ab. Die Masse scheint sowohl 
lichtmikroskopisch als auch bei der Gewichtsbestimmung bis 41 °C an Gewicht 
zuzunehmen. Dies zeigt, dass bereits leichte Temperaturänderungen zu einem 
Anstieg der Oberflächenablagerungen führen, die wiederum die Wärmedissipation 
behindern und somit zu einer weiteren Erwärmung der künstlichen Oberfläche 
führen. Vorherige Studien mit porzinem Blut ergaben, dass die Ablagerungen im 
Zusammenhang mit der Expositionszeit und -temperatur stehen [61]. Eine 
verlängerte Exposition führt zu einer Zunahme der Oberflächenablagerungen. 
Zusätzlich fanden sich bei der physiologischen Temperatur von 37 °C die meisten 
Ablagerungen verglichen mit höher temperierten Hülsen, diese Beobachtung war 
allerdings nicht bei allen Versuchen nachweisbar. Temperaturen bis 50 °C 
beeinflussen die Struktur und Zusammensetzung der Oberflächenablagerungen. [61] 
Diese Ergebnisse stehen im engen Zusammenhang mit Untersuchungen an Kälbern, 
bei denen Systeme mit Wärmedissipation die meisten Adhäsionen hervorriefen [62], 
[63], [64]. Wahlen implantierte elektrische Wärmeaustauscher für mehrere Monate in 
Kälbern [62]. Trotz hoher Oberflächentemperaturen (ungefähre Grenzflächen-
temperatur von 44,1 °C und 52,4 °C) zeigten nach Explantation die nicht erwärmten 
Oberflächen eine zelluläre Intima während die erwärmten Oberflächen eine 
zellenlose, fibrinöse Intima besaßen. Diese Beobachtungen wurden auch von Emoto 
et al. bestätigt, die auf der Grenzfläche zwischen Blut und linksventrikulärem 
Herzunterstützungssystem eine dünnere Neointima im Vergleich zu nicht erwärmten 
Oberflächen vorfanden [63]. Darüber hinaus wird sowohl die Thrombozyten-
aggregation als auch –adhäsion durch hypertherme Temperaturen von 42 °C und 
47 °C reduziert, was zu einer reduzierten Thrombogenese auf der erwärmten 
Oberfläche führt [64]. Die in der Literatur beschriebenen Veränderungen stehen den 
von uns ermittelten Ergebnissen in Humanblut gegenüber. Bei uns zeigen die 
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Mittelwerte bei einer Erhöhung von 37 °C auf 39 °C einen initialen Gewichtsanstieg 
um etwa 35 %; bei 41 °C sogar bis zu 66 % verglichen zum Ausgangswert bei 37 °C. 
Hierbei müssen wiederum die individuellen Eigenschaften des Blutspenders 
berücksichtigt werden. Im Rahmen der Versuche wurde nur der Temperaturbereich 
von 37 bis 45 °C erfasst. Hier zeigt sich bei Erreichen von 45 °C wieder ein Abfall der 
Oberflächenablagerungen, allerdings liegen die Werte in der Regel immer noch 
höher als bei der 37 °C-Probe.   
 
5.1.3 Auswertung im digitalen Lasermikroskop 
Die letzten drei Versuche erhielten gesonderte Betrachtung im digitalen 
Lasermikroskop. Eine vernetzende, fibrinähnliche Oberflächenstruktur mit 
eingelagerten Thrombozyten, teilweise mit Ausbildung von Pseudopodien, wird 
ersichtlich. Darüber hinaus sind Zellansammlungen mit einem überwiegenden Anteil 
an Erythrozyten vorhanden. Die beschriebenen Ergebnisse sind bei allen 
Versuchshülsen einheitlich, sodass kein temperaturbedingter Unterschied aufgezeigt 
werden kann. Dies steht im Kontrast zu dem vorher beschriebenen Einfluss erhöhter 
Temperaturen (bis 50 °C) auf die Struktur und Zusammensetzung der 
Oberflächenablagerungen [61]. Als Ursache kann die geringe Anzahl an Versuchen 
(n=3), die im Lasermikroskop untersucht worden sind, angesehen werden. 
Weiterführend steht das Auftreten von Fibringeflechten den histologischen 
Ergebnissen gegenüber. Dort lässt sich Fibrin im Gegensatz zu den 
Hülsenoberflächen im Lasermikroskop nur sehr vereinzelt nachweisen. Individuelle 
Spendereigenschaften der letzten drei Probanden können als Erklärung dienen, 
insbesondere da die Versuche nur lasermikroskopisch und nicht histologisch 
ausgewertet worden sind.  
 
5.1.4 Histologie 
Im Rahmen der histologischen Auswertung der Versuchsergebnisse wurden die 
Zellerhaltung, die Menge der Blutbestandteile und das Vorhandensein von Fibrin 
untersucht. Die Blutbestandteile sind weiterführend in Erythrozyten, Lymphozyten 
und Granulozyten unterteilt. Insgesamt zeigt sich eine wenig bis kaum vorhandene 
Fibrinbildung, die sich bei allen untersuchten Oberflächentemperaturen fortsetzt.  
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Statistische Auswertung: Heparin = 1 IE/ml 
Bei statistischer Betrachtung der Versuche mit einer Heparinkonzentration von 
1 IE/ml lässt sich kein temperaturabhängiger, signifikanter Unterschied bei der 
Zellerhaltung, Zellzahl, Erythrozyten, Granulozyten und Lymphozyten nachweisen. 
 
Statistische Auswertung: Heparin  1 IE/ml 
Nach Auswertung aller Versuche (auch Heparin < 1 IE/ml) zeigt die Anzahl der 
Granulozyten eine signifikante Erhöhung der semiquantitativen Zellzahlen bei 41 °C 
und 45 °C verglichen mit 37 °C und 39 °C. Dies korreliert bei 41 °C mit den 
Ergebnissen der Gewichts- und Oberflächenbestimmungen, während die Tendenz 
bei 45 °C nicht in den Voruntersuchungen zu erkennen ist. Die erhöhte Ansammlung 
an Granulozyten gegenüber der 37 °C- bzw. 39 °C-Probe spricht für ein vermehrtes 
Entzündungspotential, das durch die Fremdoberfläche oder den hyperthermischen 
Einfluss bedingt ist. Ebenfalls kann es in Folge der Komplementaktivierung zu einer 
gesteigerten Adhäsion neutrophiler Granulozyten an Fremdoberflächen kommen und 
mit Aggregation aktivierter Granulozyten und Thrombozyten einhergehen [65]. Bei 
einigen Biomaterialien kann eine Komplementaktivierung bereits nach einer 
Expositionszeit von 5 Minuten dargestellt werden [66]. Allerdings wird von mehreren 
Autoren ein hemmender Einfluss des Heparins auf die Komplementaktivierung durch 
den alternativen Weg in vivo und in vitro beschrieben [67], [68]. Demnach kann dies 
bei unserer Versuchsdurchführung und Auswertung vernachlässigt werden. 
Ebenso wie beim Hämoglobin muss bei der Interpretation der histologischen 
Ergebnisse beachtet werden, dass die Werte sehr nah beieinander liegen (Werte von 
0 bis 3) und somit nur begrenzte statistische Aussagekraft besitzen. Untersuchungen 
von Diehl et al. basierten auf in vivo Hyperthermie-Versuchen im Hunde-Modell. Bei 
deren Ergebnissen kommt es gegenteilig zu unseren bei Induktion von Hyperthermie 
durch extrakorporale Bluterwärmung zu einer Erhöhung der Fibrin-Abbauprodukte im 
Plasma. Aber auch das Auftreten einer Thrombozytopenie3 und verlängerter 
Gerinnungszeiten wird beschrieben. Dabei ist eine Leberschädigung zumindest 
teilweise als Ursache anzusehen. [70] 
 
                                                 
3
 Thrombozytopenie: Verminderung der Thrombozytenzahl unter einen Wert von 150.000/µl [69] 
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5.1.5 Korrelation des Gewichts mit Blutparametern 
Bei Betrachtung der Versuche mit Gewichtsbestimmung (n=7) ergibt sich kein 
Zusammenhang zwischen dem Gewicht und den Leukozyten, Erythrozyten, 
Hämoglobin sowie den Parametern der Blutgerinnung. Die Thrombozyten sind 
allerdings bei den Versuchstemperaturen mit einem höheren Anteil an Gewicht oft 
erniedrigt. Ebenfalls kommt es zu einem vermehrten Abfall der Thrombozyten nach 
Versuchsdurchführung gegenüber den Startwerten; die Thrombozytendifferenz steigt 
bei  steigendem Gewicht. Des weiteren korreliert das Gewicht mit dem PF4. Bei 
Erhöhungen des Gewichtes ist eine Zunahme des PF4 zu verzeichnen. Dabei muss 
die Interaktion von Heparin und PF4 berücksichtigt werden [60].  
Ein Zusammenhang ist sowohl zwischen dem Gewicht und den Thrombozyten als 
auch beim PF4 nachweisbar, allerdings nicht in allen Versuchen einheitlich. Weitere 
Versuche mit statistischer Auswertung sind für eine allgemeingültige Aussage von 
Nöten.    
 
5.1.6 Ausblick FACS  
Ein Versuch wurde im Hinblick auf Monozyten-Thrombozyten- oder Neutrophilen-
Thrombozyten-Aggregate im FACS untersucht, die als sensitive Marker der 
aktivierten Thrombozyten dienen. Hier zeigt sich eine temperaturabhängige Tendenz, 
die Aggregate nehmen mit steigender Temperatur zu und sind bei 43 °C am 
stärksten ausgeprägt ist. Bei 45 °C ist ein leichter Rückgang der Aggregate zu 
verzeichnen. Weitere Versuche sind notwendig um die statistische Bedeutung zu 
verifizieren. Der Zusammenhang zwischen mechanischer Belastung als möglicher 
Initialschritt bei der Thrombenentstehung, und Mikropartikelbildung wurde von Klaus 
et al. untersucht. Bei zunehmender mechanischer Belastung bilden sich vermehrt 
Mikropartikel und im geringen Umfang Aggregate. Nimmt jedoch die mechanische 
Belastung weiter zu, sinkt die Zahl der Aggregate unter das Ausgangsniveau und nur 
die Mikropartikel nehmen vermehrt zu (bis ca. 50 %) [15]. Im Rahmen unseres 
Versuchsaufbaus kam es zu keiner mechanischen Belastung, sodass der leichte 
Abfall der Thrombozyten-Aggregate bei 45 °C im Vergleich zu 43 °C damit nicht 
erklärt werden kann. Allgemein gilt, dass der Anteil der Monozyten-Thrombozyten-
Aggregate höher ist als der Anteil der Neutrophilen mit gebundenen Thrombozyten 
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[52]. Dies ist auch bei unseren Ergebnissen der Fall. Darüber hinaus ist die 
Halbwertszeit der Monozyten-Thrombozyten-Aggregaten mit mehr als 30 Minuten 
länger als die der Neutrophilen-Thrombozyten-Aggregate. Demnach ist die Analyse 
der Monozyten-Thrombozyten-Aggregate ein Anhaltspunkt für die Anzahl der in vivo 
aktivierten, zirkulierenden Thrombozyten [52]. 
Laut Hirsch trat ein temperaturabhängiger Abfall der FSC/SSC Ratio bei Erythrozyten 
im FACS erst bei Temperaturen über 47 °C auf [22]. Im Rahmen dieser Studie 
wurden lediglich die Thrombozytenaggregate und nicht die Erythrozyten betrachtet.  
 
5.2 Schlussfolgerungen und Perspektiven 
 
Die Ergebnisse dieser Studie implizieren, dass Humanblut Temperaturen bis 45 °C 
über die untersuchte Expositionszeit von 15 Minuten toleriert. Es kommt 
temperaturunabhängig bei den Erythrozyten, Hämatokrit, Hämoglobin und vor allem 
den Thrombozyten zu einem Abfall der Blutparameter über die Versuchsdauer. 
Signifikante temperaturabhängige Unterschiede sind innerhalb des Blutbildes nur 
beim Hämoglobin nachweisbar und bestehen zwischen der Vergleichsprobe und 
37 °C, 41 °C, 43 °C und 45 °C. Da aber diese Werte in einem sehr engen 
Wertebereich liegen und bereits vor Versuchsbeginn signifikante Unterschiede 
zwischen den Probengefäßen aufweisen, ist eine statistische Auswertung und 
Interpretation des Hämoglobins nicht relevant. Der PF4 als Produkt der 
Thrombozytenaktivierung steigt in allen Versuchsgefäßen und zeigt eine statistische 
Signifikanz zwischen der Vergleichsprobe und allen temperierten Versuchsgefäßen 
(37 °C - 45 °C). Dieser temperaturabhängige Unterschied kann vor allem auf das 
Vorhanden- bzw. Nichtvorhandensein einer Hülse zurückzuführen sein. Im FACS 
kommt es bei den temperierten Versuchsgefäßen zu einem Anstieg der 
Neutrophilen- und Monozyten-Thrombozyten-Aggregate. Dieses Ergebnis beruht auf 
einer einzelnen Versuchsmessung und bedarf daher weiterer Abklärung.  
Bereits leicht erhöhte Oberflächentemperaturen von 39 °C scheinen zu einer 
gesteigerten Adhäsion auf der künstlichen Oberfläche zu führen, allerdings stellt sich 
dies bei statistischer Betrachtung als nicht signifikant heraus. Die Ablagerungen 
beeinflussen die Wärmedissipation mit nachfolgender weiteren Erwärmung der 
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Oberfläche. Die vorliegende Studie lässt vermuten, dass Temperaturen über 43 °C 
wieder zu einer Abnahme der Adhäsionen führen. Eine genaue, sichere Temperatur 
für Oberflächen in Kontakt mit Humanblut, die keinen unerwünschten Effekt auf das 
Blut hat, konnte im Rahmen des Versuchsstandes nicht ermittelt werden. Um die 
Bedeutung hyperthermer Oberflächen auf Humanblut zu verifizieren (bspw. im 
Rahmen der Gewichts- und Oberflächenablagerungen) sind weitere Versuche 
notwendig. 
 
5.3 Kritische Beurteilung 
 
Der Versuchsaufbau und die Durchführung weisen sowohl Stärken als auch 
Schwächen auf, die bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden 
müssen. Die Versuche wurden mithilfe von Versuchsprotokollen standardisiert 
durchgeführt und dokumentiert. Ein gleicher Ablauf der Versuchsdurchführung und 
Probenentnahme wurde in dieser Weise gewährleistet. Darüber hinaus gibt es zu 
einzelnen Untersuchungen und Ergebnissen, wie beispielsweise bei der 
histologischen Betrachtung die temperaturabhängige Zunahme der Granulozyten, 
wenig vorhandene Literatur und Daten. Dies kann als Grundlage für weiterführende 
Studien dienen.  
Andererseits besitzt der Versuchsablauf Limitationen. Zum einen lief die 
Vergleichsprobe über den Versuchszeitraum ohne Hülse mit. So sind Unterschiede, 
die zwischen dieser und den temperierten Versuchsgefäßen auftraten, nicht 
zwangsläufig auf die temperaturbedingten Unterschiede zurückzuführen, sondern 
eventuell auf das Vorhanden- oder Nichtvorhandensein einer Fremdoberfläche. Des 
Weiteren wurde nur die Temperatur der Hülse erfasst und nicht die des Blutes. Im 
Rahmen der Versuchsdurchführung kam es daher über die Zeitdauer des Versuches 
nicht nur zu einer Erwärmung der Hülsenoberfläche sondern auch zu einer 
Erwärmung des Blutes innerhalb des Probengefäßes. Ein weiterer Aspekt ist die 
Probenentnahme. Sie erfolgte nicht zeitgleich aus allen Versuchsgefäßen, sondern 
aufsteigend nach der Temperatur. Die letzten Proben bildeten so stets das 45 °C-
Gefäß und die Vergleichsprobe. Eventuelle Unterschiede (bspw. beim Hämoglobin) 
lassen sich auf den minimal verlängerten Zeitfaktor zurückführen und die damit 
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zusammenhängenden Lageveränderungen bzw. Sedimentationseigenschaften. Die 
statistische Auswertung ist bei einigen Blutparametern wie Erythrozyten und 
Hämoglobin aufgrund des sehr engen Wertebereichs wenig sinnvoll. Im Rahmen der 
PF4-Bestimmung wird die Verwendung von Heparin als Antikoagulans kritisch 
betrachtet. Heparin hat einen starken Potenzierungseffekt auf das Plasma-Level von 
PF4; heparinisiertes Plasma enthält signifikant mehr PF4 als EDTA-, Citrat- oder 
Hirudin-Plasma [60]. In weiteren Untersuchungen wäre also die Umstellung auf 
Citrat- oder EDTA-Plasma zur Bestimmung des PF4 sinnvoll.  
Zum anderen wurde der Einfluss von Scherkräften und sehr kurzen 
Expositionszeiten nicht berücksichtigt, die den Effekt der Temperaturintoleranz und 
der Hyperthermie-induzierten Sensitivierung gegenüber Scherkräften verstärken 
könnten.   
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
Zur Abschätzung des Ausmaßes der Blutschädigung in blutführenden Systemen 
unter hyperthermischen Belastungen sind umfassende Untersuchungen zum 
Schädigungsverhalten von Humanblut notwendig. In diesem Rahmen wurde ein 
Modellsystem entworfen, das sich aus einer schwenkbaren Halterung und sechs 
Versuchsgefäßen zusammensetzt. Die fünf Hülsen der temperierten Versuchsgefäße 
wurden für 15 Minuten über einen Heizstab auf Temperaturen zwischen 37 °C und 
45 °C erwärmt, wie sie auch in Rotationsblutpumpen auftreten können [71]. Ein 
weiteres Probengefäß lief ohne Pumpenhülse und unbeheizt mit. Darüber hinaus 
wurde die Hämostase während des Versuches mittels Antikoagulation durch Heparin  
(1 IE/ml) unterdrückt.  
Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten weisen keine temperaturabhängigen 
Unterschiede über die Versuchsdauer von 15 Minuten im untersuchten 
Temperaturbereich auf. Dies trifft ebenfalls für den Blutparameter Hämatokrit zu. 
Beim Hämoglobin, wie auch beim PF4, treten in der Varianzanalyse 
temperaturabhängige Signifikanzen auf. Diese bestehen beim Hämoglobin zwischen 
der Vergleichsprobe sowie 37 °C, 41 °C, 43 °C und 45 °C. Allerdings müssen bei der 
Interpretation die verschiedenen Bedingungen der temperierten Gefäße und der 
Vergleichsprobe berücksichtigt werden, die in dem Vorhanden- bzw. 
Nichtvorhandensein einer Hülse liegen und somit die Ergebnisse beim Hämoglobin 
und PF4 erklären könnten. Darüber hinaus traten signifikante Unterschiede des 
Hämoglobins bereits bei den Startwerten der Versuchsgefäße ohne 
Temperatureinfluss auf. Ein sehr enger Wertebereich der Einzel- und Mittelwerte 
stellt dessen statistische Auswertung zusätzlich in Frage. Demzufolge sind 
Veränderungen des Hämoglobins in Abhängigkeit zu temperierten Oberflächen nicht 
relevant.     
Bei einem Teil der Blutparameter kommt es über die Versuchsdauer von 15 Minuten 
zu einem signifikanten Abfall der Zellzahlen. Dieser ist aber nicht 
temperaturabhängig. PF4 zeigt einen deutlichen Anstieg über die Normalwerte in 
allen Versuchsgefäßen. Dabei ist dessen Interaktion mit Heparin zu berücksichtigen 
[60]. Der Abfall der Zellzahlen korreliert weitgehend mit der Entstehung von 
Oberflächenablagerungen (Tendenz Richtung 41 °C). Bereits leichte Erhöhungen der 
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Oberflächentemperaturen auf 39 °C scheinen zu einer gesteigerten Adhäsion auf der 
künstlichen Oberfläche zu führen. Diese Ablagerungen behindern die 
Wärmedissipation, was eine weitere Oberflächenerwärmung zur Folge hat. Bei 
Temperaturen über 43 °C kommt es wieder zu einer Abnahme der Adhäsionen. 
Insgesamt weist die Masse der entstandenen Ablagerungen keine signifikanten 
Unterschiede bei verschiedenen Temperaturen auf. Lichtmikroskopisch zeigen sich 
jedoch bei höheren Temperaturen (41 °C, 45 °C) signifikant mehr Granulozyten. Ein 
Versuch wurde im FACS im Hinblick auf Monozyten-Thrombozyten- und 
Neutrophilen-Thrombozyten-Aggregate als weiterer Marker für aktivierte 
Thrombozyten untersucht. Diese nahmen bei den temperierten Versuchsgefäßen 
deutlich gegenüber der Null- und Vergleichsprobe zu und waren besonders stark bei 
der 43 °C-Probe ausgeprägt. Insgesamt zeigt die profilartige Erfassung des 
Blutstatus, dass die Thrombozyten im Rahmen der untersuchten Arbeitsbereiche 
empfindlicher auf Hyperthermie reagieren als die Erythrozyten. 
Die Ergebnisse unserer Untersuchungen legen nahe, dass Humanblut im 
Allgemeinen Temperaturen bis 45 °C über die untersuchte Expositionszeit von 15 
Minuten toleriert, es aber zu Veränderungen der Blutzusammensetzung mit 
Aktivierung der Thrombozyten kommt. Eine wichtige Rolle scheint dabei der 
Fremdoberflächenkontakt zu spielen. Trotz enormer Entwicklungsanstrengungen ist 
das Problem der systembedingten Blutschädigung körperfremder Systeme noch 
immer nicht ausreichend geklärt. Die Probleme der In-vitro-Hämokompatibilitäts-
Messungen entstehen durch die Vielfältigkeit der verschiedenen Materialien, des 
statischen und dynamischen Modells sowie der individuellen biologischen Faktoren 
des Blutspenders [66]. Dabei hängt die Schädigung vor allem von der Höhe der 
Belastung und ihrer Dauer ab [26]. Eine genaue, sichere Temperatur für Oberflächen 
in Kontakt mit Humanblut, die keinen unerwünschten Effekt auf das Blut hat, konnte 
im Rahmen des Versuchsstandes nicht ermittelt werden. Um die Bedeutung 
hyperthermer Oberflächen auf Humanblut zu verifizieren (bspw. im Rahmen der 
Gewichts- und Oberflächenablagerungen) sind weitere In-vitro- und In-vivo-Versuche 
notwendig. 
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7 ANHANG 
 
 
7.1 Ergänzungen zu den Hyperthermieversuchen 
 
 
 
37°C 39°C 41°C 43°C 45°C 
     
Abbildung 7.1: Darstellung der temperierten Oberflächen direkt nach Versuchsdurchführung 
(Versuch HT 12) 
 
 
 
 
Abbildung 7.2: Formalininkubation der Pumpenhülsen im Anschluss an die 
Versuchsdurchführung (Versuch HT 17)  
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Prüfprotokoll Hyperthermie 
Versuchsaufbau und –ablauf entsprechend Prüfanweisung_Hyperthermie: 
 
Allgemeine Angaben 
Prüfer Mager / Schmidt Datum 30.03.2009 
Prüfart 
Hyperthermieuntersuchung mit 
Humanblut 
Beginn 13:56 
Ende 15:00 
 
 
 
 
 
Probenkörper 
Nr. 
Regler Nr. 
Sensor#/Heiz# 
Kalibrierung 
Temp. 
[°C ] 
Bemerkungen 2-Punkt 
Korrektur 
Offset- 
Korrektur 
T007 1 X  37  
T001 3 X  39  
T008 4 X  41  
T002 5 X  43  
T005 6 X  45  
  
 
 
 
 
 
 
 
Testfluid 
lfd. 
Nr. 
Bezeichnung Behälter 
 Antikoagulans 
Verhältnis 
Gewicht Größe Art Menge 
1 Humanblut 
3 x 50ml 
Perfusorspritz
en 
  Heparin 
0,2 ml 
Hep-Lsg. 
+ 25ml 
NaCl 
1,25ml 
davon in 
eine 
Spritze => 
1 I.E./ml 
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Prüfmittel 
lfd. 
Nr. 
Bezeichnung Bemerkungen 
1 
Heizlüfter 
 
Thermostat 
 
Stego, Typ CR 027 
 
UT 100 
 
2 
Spritzen 
Kanülen 
etc. 
1 Butterfly, 3 Perfusor-Spritzen, 1 Retransfusionsbeutel, 13 
CTAD-Monovetten, 1 Citrat-Monovette, 12 Citrat-Röhrchen 
 
 
 
 
3 
 
Gefäß 
 
 
6 Versuchsgefäße (davon 5 mit Heizstab, 1 als Nullprobe) 
 
 
 
4 Sonstiges 
2 3-Wege-Hähne 
1 Retransfusionsbeutel 
 
 
 
 
 
 
lfd. 
Nr Probenkörper 
Nr. 
Temp. 
[°C] 
Abtropfgewicht [g] 
Gesamt = 
Hülse* 
+ Ablagerung 
nur 
Ablagerung 
(Präparat) 
nur 
Hülse* 
Gesamt –
Hülse* 
1 T007 
 
37     
2 T001 
 
39     
3 T008 
 
41     
4 T002 
 
43     
5 T005 
 
45     
6  
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Proben 
Nr. Uhrzeit Probenkörper / Flasche Bemerkung 
0 13:56 Blutentnahme  
1 14:11 Umfüllen in Retransfusionsbeutel  
2 14:16 Umfüllen in Probengefäße  
3  1-6  
4 14:19 Schwenken  
5 14:21 Probenentnahme  
6  1-6  
7 14:23 Entlüften  
8 14:28 Schwenken  
9 14:30 Heizstäbe an  
10  1-5  
11 14:45 Heizstäbe aus  
12  1-5  
13 14:45 Probenentnahme  
14  1-6  
15 14:48 Hülsen entnommen  
16  1-5  
17 14:50 Fotos  
18 15:00 Ende  
19    
20    
21    
22    
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Abbildung 7.3: Standardisiertes Prüfprotokoll zur Durchführung der Versuche 
  (Versuch HT 19) 
 
 
 
 
 
 
Zeitlicher Verlauf 
Uhrzeit Bemerkungen 
 
15:00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Versuchsablauf ohne besondere Auffälligkeiten 
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HE Färbung 
 
1.      Entparaffinieren der Schnitte  in Xylol: 2 x 10 min 
2.      Entfernen von Xylol in   100% Alkohol 2 x 2 min 
3.      Wässern der Probe in   96% Alkohol 2 min 
70% Alkohol 2 min 
50% Alkohol 2 min 
4.      spülen in     Wasser 2 min 
5.      färben in  Hämatoxylin ! vor jedem Färben               
filtrieren! ca. 8 min 
6.      bläuen in                                        laufendem Leitungswasser 4 min 
7.      differenzieren bzw. entfärben         in 0,3 % HCL Alkohol ( 70-100%)  
ca. 1 sec. ( zählen 21, 22 ) je nach Bedarf 
bis der blaue Belag auf den Objektträgern 
entfernt ist. 
(0,81 ml 37% HCL/100ml Wasser o. 
9,8 ml 1 N HCL/ 100 ml Wasser) 
8.  fixieren in                                      laufendem Leitungswasser 4 min 
9.  färben in                                     Eosin Gebrauchslösung 3 min 
(Gebrauchslösung = 0,5 ml Eisessig /100 ml 
Eosin Y) 
10.   Spülen                                          mit Leitungswasser kurz abspülen 
11.  Entwässern                                   50% Alkohol 2 min 
                                                            70% Alkohol 2 min 
                                                            96% Alkohol 2 min 
                                                            100% Alkohol 3 x 2 min 
  
12.   Spülen in                                       Xylol 3 x 9 min 
  
13.   Eindecken der Proben mit Euparal 
 
 
 
Abbildung 7.4: Färberezeptur H.E.-Färbung 
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Ladewig-Färbung 
 
 
Nr.  
 
Reagenz 
 
Zeit in 
min 
 
 
Bemerkungen 
1 Weigert A + B 5  
2 H2O  Spülen 
3 H2O und Calciumcarbonat  Bläuen lassen 
4 5 % Phosphorwolframsäure 0,25  
5 Wasser 3  
6 Aqua dest. 3  
7 Ladewig-Lösung 5  
8 Alkohol 70% 0,5 Differenzieren bis die Schnitte 
hellblau sind 
9 Alkohol 96 % 1 Nicht stehen lassen 
10 Alkohol konz. 1  
11 Alkohol konz. 1  
12 Alkohol konz. 1  
13 Alkohol konz. 2  
14 Xylol 4  
15 Xylol 4  
16 Xylol 4  
17 Xylol 5  
 
Anilinsäurefuchsin-Orange (Ladewig): 
1.) Lösung aus 2,5 g Anilinblau, 10 g Orange G, 5 g Säurefuchsin, 500 ml Aqua dest. 
2.) Etwa 2 Minuten kochen 
3.) Nach Abkühlen der Lösung filtrieren 
4.) 40 ml Essigsäure hinzufügen 
5.) Die Lösung wird 1:1 mit Aqua dest. verdünnt 
 
Abbildung 7.5: Färberezeptur Ladewig-Färbung 
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Abbildung 7.6:  Temperaturerfassung über den Versuchszeitraum (exemplarisch an 
Versuch HT 19) 
 
 
 
 
 
Abbildung 7.7: Mittelwerte aller Versuche mit Gewichtsbestimmung 
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Histologische Auswertung 
VersuchNr [Heparin] Fibrin Erhaltung Zellzahl Erythrozyten Granulozyten Lymphozyten 
HT_H2_33 0,4 0 2 1,5 1,5 1 1 
HT_H2_41 0,4 0,5 1,5 1,5 1,5 1 0,5 
HT_H2_43 0,4 0 1,5 2 2 1,5 1,5 
HT_H2_45 0,4 1 1 2 1,5 1,5 1 
HT_H3_37 0,4 0 2 0,5 0 0 0 
HT_H3_39 0,4 0 2 0,5 0 0 0 
HT_H3_41 0,4 0,5 2 2 2 1,5 1 
HT_H3_43 0,4 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H3_45 0,4 0 1,5 1,5 2 1 0,5 
HT_H4_37 0,4 0,5 2 2 3 1 1 
HT_H4_39 0,4 0,5 2 2 3 1 1 
HT_H4_41 0,4 0,5 2 2 2,5 2,5 1 
HT_H4_43 0,4 0,5 2 1 3 1 1 
HT_H4_45 0,4 1 2 1,5 2 1,5 1 
HT_H5_37 1 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H5_39 1 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0 
HT_H5_41 1 1 1 1,5 1,5 1 0,5 
HT_H5_43 1 0,5 1 1 1,5 0,5 0,5 
HT_H5_45 1 0,5 0,5 1 1 1 0,5 
HT_H6_37 1 0,5 0,5 1 1 0,5 0,5 
HT_H6_39 1 0 0,5 0,5 0,5 0 0,5 
HT_H6_41 1 0,5 0,5 1 1 0,5 0,5 
HT_H6_43 1 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H6_45 1 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H7_39 1 0 0,5 0,5 0,5 0 0 
HT_H7_41 1 0 1 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H7_45 1 0 1 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H8_37 1 0 0,5 1 1 0,5 0,5 
HT_H8_39 1 0 1,5 2 2 1,5 1 
HT_H8_41 1 1 2 2,5 2,5 2 1,5 
HT_H8_43 1 0,5 1,5 2,5 2,5 1,5 1 
HT_H8_45 1 1,5 2 2,5 3 1,5 1 
HT_H9_37 1 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H9_39 1 0,5 0,5 0,5 1 0,5 1 
HT_H9_41 1 0 0,5 0,5 0 0,5 0 
HT_H9_43 1 0,5 0,5 1,5 1,5 1 0,5 
HT_H9_45 1 0,5 1,5 2 2 1,5 1,5 
HT_H10_37 1 0 0,5 0,5 1 0,5 0,5 
HT_H10_39 1 0,5 1 1,5 1,5 1,5 1 
HT_H10_41 1 0 1 1,5 1,5 1 0,5 
HT_H10_43 1 0 0,5 0,5 1 0,5 0 
HT_H10_45 1 0 1 1 1 0,5 0,5 
HT_H11_37 1 0 0,5 1 1,5 0,5 0,5 
HT_H11_39 1 0 1,5 1,5 2 1 0,5 
HT_H11_41 1 0,5 1,5 2 2,5 1,5 0,5 
HT_H11_43 1 1 1,5 2 2,5 1,5 0,5 
HT_H11_45 1 1 2 2,5 2,5 1 0,5 
HT_H12_37 1 1 2 1,5 2 1,5 1 
HT_H12_39 1 0,5 2 1,5 1 1 0,5 
HT_H12_41 1 0,5 2 1,5 2 1,5 1 
HT_H12_43 1 0,5 2 1,5 2 1,5 1 
HT_H12_45 1 0,5 2 1,5 2,5 1,5 1 
HT_H13_37 1 0 2 1,5 1 1,5 0,5 
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HT_H13_39 1 0 1 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H13_41 1 0 1 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H13_43 1 0 1 0,5 1 0,5 1 
HT_H13_45 1 0 1 0,5 1 0,5 0,5 
HT_H14_37 1 0 1,5 2 2 1,5 1 
HT_H14_39 1 0 1 1,5 2 1 0,5 
HT_H14_41 1 1 1,5 3 3 2,5 1 
HT_H14_43 1 0 2 2,5 3 2 1 
HT_H14_45 1 0,5 1,5 2 2,5 1,5 1 
HT_H15_37 1 0 1 2 2,5 1,5 1 
HT_H15_39 1 0 0,5 1 1,5 1 0,5 
HT_H15_41 1 0,5 0,5 1 1,5 1 0,5 
HT_H15_43 1 0 1,5 1,5 2 1,5 0,5 
HT_H15_45 1 0,5 2 2,5 2,5 2 1 
HT_H16_37 1 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H16_39 1 0,5 1 1 1,5 1 0,5 
HT_H16_41 1 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
HT_H16_43 1 0 1 1 1 0,5 0,5 
HT_H16_45 1 0 0,5 0,5 1 0,5 0,5 
HT_H17_37 1 2 2 2 2 2 1 
HT_H17_39 1 2,5 2 2 3 2 1 
HT_H17_41 1 0,5 2 2 3 2 1 
HT_H17_43 1 0,5 2,5 2 3 2 0,5 
HT_H17_45 1 2 2,5 2 3 2 1,5 
HT_H18_37 1 0 2 1 1 1 0,5 
HT_H18_39 1 0,5 1 0,5 0,5 1 0,5 
HT_H18_41 1 0 0,5 0,5 0 0,5 0,5 
HT_H18_43 1 0 0,5 0,5 0,5 1 0,5 
HT_H18_45 1 0 1,5 1 1 1,5 0,5 
HT_H19_37 1 0 2 0,5 2 1 0,5 
HT_H19_39 1 0 1,5 0,5 2 1 0,5 
HT_H19_41 1 0 1,5 0,5 2 1 0,5 
HT_H19_43 1 0 1,5 0,5 0 0,5 0,5 
HT_H19_45 1 0 2 1,5 2,5 1,5 1 
 
Tabelle 7.1: Ergebnisse der histologischen Auswertung der Oberflächenablagerungen 
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